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SISTEMA PARA LA PR0DUCCI6N DE PROTEiNAS DIM^RICAS BASADO EN EL SISTEMA DE TRANSPORTE DE 
HEMOLISINA DE Escherichia coll 

El sistema comprende una cbnstruccion de ADN que comprende: a) una primera secuencia de acido nucieico que 
contiene la secuencia de nucledtidos que codifica para un producto de Interns; b) una segunda secuencia de dcido 
nucieico que contiene la secuencia de nucle6tidos que codifica para un dominio de dimerizacion; y c) una tercera 
secuencia de dcido nucieico que contiene la secuencia de nucledtidos que codifica para la -hemolislna (HlyA) de 
Escherichia coll o para un fragmento de dicha protefna que comprende la seAal de reconocimlento del mecanlsmo de 
secrecidn del sistema transportador de hemolislna (Hly) de E. coil; en donde el extreme 3' de dicha primera secuencia 
de dcldo nucieico esta unido al extremo 5' de dicha segunda secuencia de acido nucieico y el extreme 3' de dicha 
segunda secuencia.de Scido nucieico esta unido al extremo 5' de dicha tercera secuencia de acido nucieico. De 
aplicacion en la produccion de proteinas recomblnantes dimericas. 
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SISTEMA PARA LA PRODUCCI6N DE PROTEfNAS DIM^RICAS BASADO EN EL SISTEMA DE TRANSPORTE DE 
HEMOLISINA DE Escherichia coli . . ^ 

El sistema comprende una construcci6n de ADN que comprende: a) una primera secuencia de acldo nucleico que 
contlene la secuencia de nucledtidos que codlfica para un producto de interns; b) una segunda secuencia de dcido ^ • • • • , 
nucleico que contlene la secuencia de nucledtidos que codlfica para un dominio de dimerizacidn; y c) una tercera 
secuencia de acido nucleico que contlene la secuencia de nucleotides que codlfica para la -hemolislna (HlyA) de .-***. 
Escherichia coil o para un firagmento de dicha protefna que comprende la seAal de reconocimlento del mecanlsmo dtb«..* 
secrecidn del sistema transportador de hemolislna (Hly) de E. coii; en donde el extremo 3' de dicha primera secuencia de: 
dcido nucleico estd unido al extremo 5' de dicha segunda secuencia de dcldo nucleico y el extremo 3' de dicha segunda* ' 
secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 5' de dicha tercera secuencia de dcido nucleico. De aplicacion en la 
produccidn de protefnas recomblnantes dimdricas. ^ • • • ^ 
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TiTULO 

SISTEMA PARA LA PRODUCCI6N DE PROTEfNAS DIMJ^RICAS BASADO 
EN EL SISTEMA DE TRANSPORTE DE HEMOLISINA DE Escherichia call 

5 CAMPODELAINVENCI6N 

Esta invenci6n se relaciona con la produccidn de proteinas recombinantes 
dimericas mediante el empleo de un sistema de expresi6n de proteinas basado en el 
sistema de transporte de hemolisina de Escherichia coli. 

1 0 ANTECEDENTES DE LA INVENCldN 

Desde hace algtin tiempo se estd investigando en la producci6n de proteinas de 
fusi6n que comprenden fragmentos de anticuerpos recombinantes bi- o multifimcionales 
(minianticuerpos). Estas proteinas de fusion presentan algunas ventajas y pueden ser 
utilizadas con fines terapeuticos o de diagn6stico. For este motivo, se han ido 

15 desarroUando diversos sistemas de expresi6n de fiagmentos de anticueq^os. Algunos de 
estos sistemas de expresion se basan en el empleo de Escherichia coli, 

Habitualmente se seleccionan diferentes fragmentos de anticuerpos y se 
producen en E, coli tras la clonaci6n de fragmentos de las regiones variable (V) y 
constante (C) de inmunoglobulinas (Ig) en vectores de fagos filamentos o fagomidios 

20 [Hoogenboom, H. R. 1997. Designing and optimizing library selection strategies for 
generating high-affinity antibodies Trends in Biotechnology. 15:62-70; Hoogenboom, 
H. R, 2002. , Overview of antibody phage-display technology and its applications 
Methods Mol Biol. 178:1-37; Winter, G., A. D. Griffiths, R. E. Hawkins, and H. R. 
Hoogenboom 1994. Making antibodies by phage display technology Annual Rev. 

25 Immunol. 12:433-455]. Estos fragmentos reconstruyen el sitio de uni6n al antigeno del 
anticuerpo original que, en general, se ensambla mediante el contacto de los dominios V 
de las cadenas pesadas (H) y ligeras (L) [Ay, J., T. Keitel, G* Kuttner, H. Wessner, C. 
Scholz, M. Halin, and W. Hohne 2000. Crystal structure of a phage library-derived 
single-chain Fv fragment complexed with turkey egg-white lysozyme at 2.0 A 

30 resolution J Mol Biol. 301:239-46]. Este es el caso de las moleculas Fab, que consisten 
en la asociaci6n de dos polipeptidos que contienen los dominios Vh-Chi y Vl-Cl y de 
las moleculas Fv (scFv) de cadena simple, en las que los dominios Vh y Vl se unen en 
un linico polipeptido. Las moleculas de Fab y scFv tienen ventajas importantes, tales 
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como niveles de expresion m&s elevados en E, coli y una mejor distribucion y 
aclaramiento m&s r&pido cuando se administran in vivo para ^licaciones diagndsticas o 
terap6uticas [Carter, P., and A. M. Merchant 1997. Engineering antibodies for 
imaging and therapy Gurrent Opinion in Biotechnology. 8:449-454; Marasco, W. A., 
S and S. Dana Jones 1998. Antibodies for targeted gene therapy: extracellular gene 
targeting and intracellular expression Adv Drug Deliv Rev. 31 :153-170; Yokota, T., D. 
E. Milenic, M. Whitlow, and J. Schlom 1992. Rapid tumor penetration of a single- 
chain Fv and comparison with other immunoglobulin forms Cancer Res. 52:3402-8], 

Tambien se han producido en E, coli fragmentos de anticuerpo basados en un 

10 i^nico dominio de Ig [Nuttall, S. D., R A. Irving, and P. J. Hudson 2000. 
ImmunoglobuUn VH domains and beyond: design and selection of single-domain 
binding and targeting reagents Curr Pharm Biotechnol. 1:253-63; Riechmann, L., and 
S. Muyldermans 1999. Single domain antibodies: comparison of camel VH and 
camelised human VH domains J Immunol Methods. 231:25-38; Sheriff, S., and K. L. 

15 Constantine 1996. Redefining the minimal antigen-binding fragment Nat Struct Biol. 
3:733-6]. Este progreso se realizd gracias al hallazgo de que en las especies de 
cam61idos (por ejemplo, llamas, camellos) una proporci6n de s\is anticueipos naturales 
— carece de cadena-ligera, construyendo por tanto sus superficie de union a antigenos con 
im linico dominio V de la cadena pesada (Vhh). Ademas de los beneficios de scFv y 

20 Fabs, los dominios Vhh han demostrado una estabilidad y solubilidad superiores y una 
imnunogenicidad inferior [Cortez-Retamozo, V,, M. Lauwereys, G. Hassanzadeh 
Gh, M, Gobert, K. Conrath, S. Muyldermans, P. De Baetselier, and H. Revets 
2002. Efficient tumor targeting by single-domain antibody fragments of camels Int J 
Cancer. 98:456-62; Nuttall, S. D., R. A. Irving, and P, J. Hudson 2000. 

25 Immxmoglobulin VH domains and beyond: design and selection of single-domain 
binding and targeting reagents Curr Pharm Biotechnol. 1:253-63; Riechmann, L,, and 
S. Muyldermans 1999. Single domain antibodies: comparison of camel VH and 
camelised human VH domains J Immunol Methods. 231:25-38]. Sin embargo, todos 
estos fi^gmentos de anticuerpo pierden la bivalencia de union a antigenos (o 

30 multivalencia) mostrada por los anticuerpos completos. Su caracter monovalente se 
refleja por una disminuci6n en la afinidad ftmcional (avidez) para sus antigenos 
correspondientes. Para solventar este problema, se obtuvieron por ingenieria genetica 
cortos dominios de oligomerizacipn (por ejemplo, helices anfipaticas) en los ext'emos C 
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terminales para producir ininianticuerpos bivalentes y tetravalentes con avidez identica 
a los anticueipos completos [Pack, P., M. Kujau, V. Schroeckh, U. Knupfer, R 
Wenderoth, D. Riesenberg, and A. Pllickthun 1993. Improved bivalent 
miniantibodies, with identical avidity as whole antibodies, produced by high cell density 
5 fermentation of Escherichia coli Biotechnology (N Y). 11:1271-7; Pack, P., K. Muller, 
R. Zahn, and A. Pllickthun 199S. Tetravalent miniantibodies with high avidity 
assembling in Escherichia coli J Mol Biol. 246:28-34; Pack, P., and A. Pltickthun 
1992. Miniantibodies: use of amphipathic helices to produce functional, flexibly linked 
dimeric FV fragments with high avidity in Escherichia coli Biochemistry. 31:1579-84; 

10 Pllickthun, A., and P. Pack 1997. New protein engineering approaches to multivalent 
and bispecific antibody fragments hnmunotechnology. 3:83-105; Rheinnecker, M., C. 
Hardt, L. L. Hag, P. Kufer, R. Gruber, A. Hoess, A. Lupas, C. Rottenberger, A. 
Pllickthun, and P. Pack 1996. Multivalent antibody fragments with high functional 
affinity for a tumor-associated carbohydrate antigen J Immunol. 157:2989-97]. 

15 En casi todos los casos, los fragmentos de anticueipos monovalentes y 

multivalentes se ban producido en el espacio periplismico de E, coli fusionandoles un 
peptide seflal en el extremo N terminal (N-SP) que es reconocido por la maquinaria 
. celular de la ruta de secreci6n general (Sec) [Pllickthun, A., C. Krebber, U. Krebber, 
U. Horn, U. Knilpfer, R. Wenderoth, L. Nieba, K Proba, and D. Riesenberg 1996. 

20 Producing antibodies in Escherichia coli: from PGR to fermentation, p. 203-252. In J. 
McCafiferty, and H. R. Hoogenboom (eds), Antibody Engineering: A Practical 
Approach. IRL Press, Oxford]. Recientemente se ha descrito un metodo altemativo para 
la produccion de scFvs fimcionales en el medio extracelular de cultivos de E. coli que 
emplean el transportador de la hemolisina a (Hly) [Ferndndez, L. A., L Sola, L. 

25 Enjuanes, and V. de Lorenzo 2000. Specific secretion of active single-chain Fv 
antibodies into the supemantants of Escherichia coli cultures by use of the hemolysin 
system Appl Environ Microbiol. 66:5024-5029]. Este sistema de secrecion es 
independiente de los genes sec celulares y consta de dos componentes de membrana 
interna (IM), HlyB y HlyD, y el poro de la membrana externa (OM), TolC, que se 

30 ensamblan en un gran complejo proteico con un canal hidr6filo intemo [Gentschev, L, 
G. Dietrich, and W. Goebel 2002, The E. coli alpha-hemolysin secretion system and 
its use in vaccine development Trends Microbiol. 10:39-45; Koronakis, V., C. 
Andersen, and C. Hughes 2001. Channel-tunnels Curr Opin Struct Biol. 11:403-7; 
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Koronakis, V., A. Sbarff, £. Koronakis, B. Luisi, and C. Hughes 2000. Crystal 
structure of the bacterial membrane protein T9IC central to multidrug efflux and protein 
export Nature. 405:914-919; Thanabalu, T., E. Koronakis, C. Hughes, and V. 
Koronakis 1998. Substrate-induced assembly of a contiguous channel for protein 
5 export from E. colt reversible bridging of an inner-membrane translocase to an outer 
membrane exit pore EMBO J. 17:6487-96]. El sustrato natural de este sistema, la toxina 
de la hemolisina a (HlyA), se expulsa a traves de este canal directamente desde el 
citoplasma hacia el medio extracelular sin un intermediario peripl&smico y de una forma 
dependiente de ATP. La senal reconocida por la maquinaria de secreci6n de Hly se 

10 localiza en el extremo C terminal de HlyA. Se ha demostrado que los hibridos scFv- 
HlyA, que contienen una molecula de scFv que carece del N-SP imido al ultimo HlyA 
de aproximadamente 23 kDa, se secretan de una forma fimcional y oxidada por el 
transportador de Hly [Fernandez, L. A*, and V. De Lorenzo 2001. Formation of 
disulphide bonds during secretion of proteins through the periplasmic-independent type 

15 I pathway Mol Microbiol.' 40:332-46; FemSndez, L. A., I. Sola, L. Enjuanes, and V. 
de Lorenzo 2000. Specific secretion of active single-chain Fv antibodies into the 
supemantants of Escherichia coli cultures by use of the hemolysin system Appl Environ 
--Microbiol. 66:5024-5029]. 

Por otra parte, la dimerizaci6n es una propiedad que con frecuencia se desea 

20 conseguir por ingenieria genetica en las proteinas cuando est& implicada una actividad 
de uni6n (por ejemplo, en las interacciones proteina-ADN o antigeno-anticuerpo), 
puesto que puede intensificar su afinidad fimcional (avidez) [Baxevanis, A. D., and C. 
IL Vinson 1993. Interactions of coiled coils in transcription factors: where is the 
specificity? Cuir Opin Genet Dev. 3:278-85; Busch, S. J., and P. Sassone-Corsi 1990. 

25 Dimers, leucine zippers and DNA-binding domains Trends Genet. 6:36-40; Crothers, 
D. M., and H. Metzger 1972. The influence of polyvalency on the binding properties 
of antibodies Immunochemistry. 9:341-357; PlOckthun, A., and ?• Pack 1997. New 
protein engineering approaches to multivalent and bispecific antibody fragments 
Immunotechnology. 3:83-105]. Un procedimiento para la produccion de proteinas 

30 dimericas que comprenden dos proteinas de fusi6n monom^ricas en una interaccion no 
covalente ha sido descrito en la patente norteamericana US 5.910.573. Las proteinas 
dimericas asi obtenidas se acumulan dentro de la celula en el espacio peripl^mico, sin 
secretarse al medio extracelular. Esto conduce a una mayor toxicidad de su expresi6n 
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para la bacteria E, coli, induciendo xin menor rendimiento en los cultivos (peso seco de 
celulas por litro), y dificultando la posterior purificacidn del anticueipo dim6rico al 
tener que lisar (romper) las bacterias. 

Por tanto, sigue existiendo la necesidad de desarroUar sistemas altemativos para 
5 la producci6n de protelnas dimericas. 

COMPENDIO DE LA INVENCI6n 

La invenci6n proporciona una solucion a la necesidad existente basada en el 
desarroUo de una construcci6n de ADN que comprende (i) una secuencia de nucleotidos 

10 que codifica para la a-hemolisina (HlyA) de Escherichia coli o para un ,fragmento de 
dicha protefna que comprende la senal de reconocimiento del mecanismo de secrecion 
del sistema transportador de hemolisina (Hly) de E. coli; (ii) una secuencia de 
nucle6tidos que codifica para un dominio de dimerizaci6n; y (iii) una secuencia de 
nucleotidos que codifica para un producto de interes. Mediante el empleo de dicho 

15 sistema de expresion y secreci6n de proteinas se obtienen protelnas dim6ricas en el 
medio. La eficacia de dicho sistema de secreci6n ha sido demostrada^ mediante la 
producci6n de minianticueipos de alta avidez derivados de los anticuerpos de camello 
Vhh (Ejemplo 1). 

El translocador de hemolisina de E. coli se habia usado anteriormente para la 
20 secreci6n de polipSptidos heterologos, especialmente toxinas y antigenos de pat6genos, 
asi como para la secreci6n de anticuerpos recombinantes scFv. Sin embargo, los 
resultados ahora obtenidos han puesto de manifiesto que la incorporacion de una helice 
anfipatica de autodimerizaci6n en el extremo N terminal de C-HlyA no interfere con la 
secrecion de Hly y permite la dimerizacion del polipeptido secretado. Asimismo, la 
25 dimerizaci6n intensifica la avidez de la union del polipeptido secretado derivado de C- 
HlyA. Ademds, tambien puede tener otras aplicaciones, como la asociaci6n molecular 
de varios antigenos y/o adyuvantes producidos por cepas bacterianas vivas, o la 
combinaci6n de diversas actividades biologicas para la generaci6n de moleculas 
biespecificas (por ejemplo, la uni6n a un antigeno y el reclutamiento del complemento). 
30 Por tanto, un aspecto de esta invenci6n se relaciona con ima construcci6n de 

ADN que comprende (i) una secuencia de nucle6tidos que codifica para la a-hemolisina 
(HlyA) de Escherichia coli o para un firagmento de dicha proteina que comprende la 
senal de reconocimiento del mecanismo de secreci6n del sistema transportador de 



hemolisina (Hly) de E, coli\ (ii) una secuencia de nucle6tidos que codifica para un 
dominio de dimeiizaci6n; y (iii) una secuencia de nucle6tidos que codifica para un 
producto de inter6s. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con un cassette de expresion que 
comprende dicha construcci6n de ADN operativamente unida a una secuencia de 
control de expresion de la secuencia de nucle6tidos que codifica para el producto de 
interns. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una bacteria que comprende dicha 
construcci6n de ADN o dicho cassette de expresi6n. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un m6todo para producir un 
producto de inter6s, en forma de una proteina de fusi6n dimerica, que comprende crecer 
dicha bacteria bajo condiciones que permiten la produccidn y excreci6n al medio de 
cultivo de dicho producto de interes en forma de una proteina de fusion dimerica. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una pioteina de fusion dim6rica^' 
obtenible por expresi6n de la secuencia de &cido nucleico contenida dicha construccidn-^ 
deADN. 

BREVE DESCRIPCI6N DE LAS FIGURAS 

La Figura 1 ilustra la secreci6n del polipeptido C-HlyA que contiene el dominion 
ZIP. La Figura lA muestra una representaci6n esquematica de la estructura de los 
polipeptidos EHlyA y ZEHlyA que contienen la senal de secrecion de 23 kDa ('hlyA) 
del transportador de Hly de E. coli marcado con el epitope E. La masa de dichos 
polipeptidos (en kDa), deducida de su secuencia de aminoacidos, se muestra a la 
derecha. Se indica la composieion del dominio ZIP (bisagra de Ig, cremallera de 
leucina, marca de 6xhis). Tambi6n se muestra la secuencia de aminoacidos de la region 
N terminal de ambos polipeptidos EHlyA y ZEHlyA. La Figura IB es una 
representaci6n esquematica del polipeptido C-HlyA (monomerico) marcado con el 
epitope E y del polipeptido C-HlyA (dimerico) marcado con el epitopo E y que contiene 
el dominio ZIP (bisagra de Ig, cremallera de leucina, marca de 6xhis). La Figura IC 
muestra el resultado de la inmuno-transferencia desarrollada con un anticuerpo 
monoclonal anti-E marcado con POD de las proteinas secretadas (S) y celulares (C) 
producidas tras la induccion de 4 h con IPTG 0,3 mM de cultivos de celulas de E. coli 
HB2151, crecidas a 37°C, que contienen el plasmido pVDL9.3 (que codifica para HlyB 
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y HlyD) y uno de los pldsmidos indicados, pEHlyA o pZEHlyA. Las protefnas cargadas 
por carril representan las encontradas en aproximadamente 5 fxl de los sobrenadantes (S) 
del cultivo y las de las celulas de E, coli (C) presentes en aproximadamente 100 \i\ de 
los mismos cultivos (DOaoonm aproximadamente 2). 
S La Figura 2 ilustra el entrecruzamiento de los polipeptidos C-HlyA secretados 

con glutarato de disuccinimidilo (DSG). Los polip^tidos EHlyA y ZEHlyA secretados 
(10 jig/ml en PBS aproximadamente) se incubaron con DSG, a las concentraciones 
indicadas, y se sometieron a SDS-PAGE desnaturalizante y a imnunotransferencia con 
anticueipo monoclonal anti-E marcado con POD (v6ase el Ejemplo 1, apartado relativo 

10 a los Materiales y M6todos, para mas detalles). Tal como se muestra, ZEHlyA se 
entrecruzo con DSG formando una banda proteica en SDS-PAGE de aproximadamente 
66 kDa, Unas dos veces el tamaflo de su monomero. 

La Figura 3 muestra los resultados de la cromatografia de filtraci6n en gel de los 
polipeptidos de C-HlyA monom6ricos y dim6ricos. La Figura 3A es un grdfico que 

15 representa el volimien de elucion de los polipeptidos EHlyA (cfrculo) y ZEHlyA 
(triangulo) separados por cromatografia de filtracidn en gel (v^ase el Ejemplo 1, 
apartado relativo a los Materiales y M6todos, para m^ detalles) junto con patrones de 
proteinas de masa conocida (cuadrados). Los patrones de masa utilizados fiieron la 
tiroglobulina (Mr 670.000), la gammablobulina bovina (Mr 158.000), la ovoalbumina 

20 de polio (Mr 44.000) y la mioglobina equina (Mr 17.000). La presencia de EHlyA o 
ZEHlyA en las fiiacciones eluidas se determind por imnunotransferencia con anticuerpo 
monoclonal anti-E marcado con POD. La Figura SB muestra el resultado de la 
imnunotransferencia desanroUada con un anticuerpo monoclonal anti-E marcado con 
POD de los polip6ptidos EHlyA y ZEHlyA. Una representacion esquematica de EHlyA 

25 (monom6rico) y de ZEHlyA (dimerico) se muestra en la parte superior. 

La Figura 4 ilustra la secrecion de polipeptidos VHH-HlyA monomericos (yamy 
HlyA) y dim^ricos (Vfl;„^-ZHlyA). La Figura 4A es una representacion esquematica de 
la estructura de los polipeptidos Va^y-HlyA y Vfl;„^-ZhlyA que contienen la senal de 
secrecion de 23 kDa (*hfyA) del transportador de Hly de E. coli marcado con el epitopo 

30 E. La masa de dichos polipeptidos (en kDa), deducida de su secuencia de aminoacidos, 
se muestra a la derecha. La Figura 4B es una representacion esquemdtica del polipeptido 
Yamy'ZHlyA (monomerico) marcado con el epitopo E y del polipeptido Yamy-ZHlyA 
(dimerico) marcado con el epitopo E y que contiene el dominio ZIP (bisagra de Ig, 



9 

cremallera de leucina, marca de 6xhis). La Figura 4C muestra los resultados de un 
Western blot en donde se pone de manifiesto la secrecidn de hlbridos proteicos que 
tienen dominios Vhh y -EHlyA o -ZEHlyA. Las c61ulas de E. coli HB2151 (pVDL9.3) 
que Uevan uno de los plAsmidos indicados (pV^^^yA o pV^^yZHlyA) se indujeron con 
5 IPTG (vease el Ejemplo 1, apartado relative a los Materiales y M6todos, para mis 
detalles), a la temperatura indicada, y la presencia de polipeptidos secretados marcados 
con el epitopo E en sobrenadantes de cultivos se determino por inmunotransferencia con 
anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD. Los polipeptidos Vam;;HlyA y 
VflmyZHlyA de longitud completa se detectaron en los sobrenadantes de cultivos, junto 
10 con algunos firagmentos proteolfticos derivados de ellos. La Figura 4D es un grifico del 
volumen de elucion de los polipeptidos Vfl;„^lyA (circulo) y Va;„yZHlyA (triangulo) 
separados por cromatografia de filtracion en gel, junto con patrones de proteinas de 
masa conocida (cuadrados) y detectados con inmxmotransferencia con anticuerpo 
monoclonal anti-E marcado con POD. Los patrones de masa utilizados fueron los^ 
1 5 mismos que los utilizados en relaci6n con la Figura 3. 

La Figura 5 es una grafica que ilustra la actividad de union ^de los polipeptidos^ 
VHH-HlyA monom6ricos y dimericos. La union de la a-amilasa mediante los?;^ 
polipeptidos Wamy^\yA y Vfl;;^ZhlyA, a las concentraciones indicadas, se determino- 
mediante ELISA (vease el Ejemplo 1, apartado relative a los Materiales y M^todos,-^ 
20 para mas detalles)^. Los minianticuerpos marcados con el epitopo E unidos se detectaron 
con anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD y lectura de la D.O. a 490 nm. 
Como controles de la especificidad se emplearon V/^^HlyA y VrtcZhlyA. La union previa 
a un antigeno control no relacionado (ovoalbiimina) se ha sustraido (DO490nm 0,05). 
Los datos presentados son la media de los triplicados de cada pimto. Se realizaron dos 
25 experimentos adicionales independientes, que demostraron valores similares a los 
mostrados en la figura. ) 

La Figura 6 muestra el mapa del plasmido pZEHlyA. 
La Figura 7 muestra el mapa del pidsmido RZEHlyA2-SD. 
La Figura 8 muestra el mapa del pMsmido pVo,„jHlyA. 
30 La Figura 9 muestra el mapa del plSsmido pV^^myZhlyA. 



DESCRIFCION DETALLADA DE LA INVENCION 
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En un aspecto, la invencion proporciona una construcci6n de ADN, en adelante 
construcci6n de ADN de la invenci6n, que comprende: 

a) una primera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de 
nucle6tidos que codifica para un producto de inter6s; 

b) una segunda secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de 
nucIe6tidos que codifica para un dominio de dimerizacion; y 

c) una tercera secuencia de dcido nucleico que contiene la secuencia de 
nucleotidos que codifica para la a-hemolisina (HlyA) de E. coli o para un 
fi-agmento de dicha proteina que comprende la senal de reconocimiento del 
mecanismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E, coli, o una 
secuencia de nucle6tidos que codifica para un gen homologo, o una 
secuencia de nucleotidos que codifica para una variante, natural o artificial, 
de HlyA o de un firagmento de la misma que comprende la seflal de 
reconocimiento del mecanismo de secrecion del sistema transportador de 
Hly de E. coli; 

en donde el extremo 3' de dicha primera secuencia de dcido nucleico estd unido al 
extremo 5' de dicha segunda secuencia de acido nucleico y el extremo 3' de dicha 
segunda secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 5' de dicha tercera secuencia 
20 de dcido nucleico. 

La primera secuencia de acido nucleico contiene la secuencia de nucle6tidos que 
codifica para un producto de interes (gen de interes). El producto de interes puede ser 
eucarotico, procariotico, viral, etc. Practicamente cualquier peptido o proteina 

25 susceptible de ser expresado de forma recombinante puede ser utilizado en la 
construcci6n de ADN de la invenci6n, por ejemplo, enzimas, inhibidores enzimaticos, 
homionas, mol6culas implicadas en la adhesion y/o senalizaci6n celular y compuesta 
por dominios, por ejemplo, inmxmoglobulinas, etc. A modo ilustrativo, dicho producto 
de interes puede ser un antigeno inmunogenico tal como una proteina o un fi-agmento 

30 antigenico de la misma procedente de im patogeno, por ejemplo, de un patogeno viral, 
bacteriano, de un parasito, etc., que puede causar infecciones en seres humanos o 
animales; un agente terap6utico, por ejemplo, im antigeno especifico de tumor, un 
antigeno de una enfermedad auto-iimiune, etc.; o ima molecula inmunoreguladora, por 
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ejetnplo, factores de crecimiento, citoquinas, tales como interleuquinas, interferones, 
etc. En una realizaci6n particular, dicho producto de interns es un minianticuerpo. 

La sejgunda secuencia de &cido nucleico contiene la secuencia de nucleotides que 
codifica para un dominio de dimerizacion. Un dominio de dimerizacion es una 
5 secuencia peptldica que promueve la dimerizaci6n en las proteinas que lo contienen. 
Practicamente cualquier dominio de dimerizaci6n puede ser utilizado en la construccion 
de ADN de la invencion, por ejemplo, Mlices peptidicas, que contienen, al menos, una 
helice, o una e^tructura formada por una h61ice, una vuelta y otra helice, etc., estructuras 
de doble arroUamiento helicolidal (coiled coil), y, en general, cualquier secuencia 

10 peptfdica que promueva la dimerizaci6n en las proteinas que la contengan. En una 
realizacion particular, dicho dominio de dimerizacion comprende la cremallera de 
leucina del factor de transcripci6n GCN4 de levadura. 

La tercera secuencia de acido nucleico comprende la secuencia de nucledtidos 
que codifica para la a-hemolisina (HlyA) de E, coli o para un firagmento de dicha 

IS proteina que comprende la senal de reconocimiento del mecanismo de secreci6n del 
sistema transportador de Hly de E. coli, o una secuencia de nucle6tidos que codifica 
para un gen homdlogo, o una secuencia de nucleotidos que codifica para xma variante, 
natural o artificial, de HlyA o de un fi-agmento de la misma que comprende la sefial de 
reconocimiento del mecanismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E, coli, 

20 La senal de reconocimiento del mecanismo de secrecion del sistema transportador de 
Hly de E. coli parece estar comprendida en el extremo carboxilo terminal (C-terminal), 
concretamente dentro de los ultimos 60 aminoacidos de HlyA. La secuencia de 
aminoacidos y nucleotidos de la HlyA de E, coli puede obtenerse de GeneBank, niimero 
de acceso Ml 01 33, donde tambien puede obtenerse la secuencia de nucleotidos de 

25 aminoacidos de Hlyb y HlyD. En una realizacion particular, dicha tercera secuencia de 
dcido nucleico esta constituida por la secuencia de nucle6tidos que codifica para la 
HlyA de E, coli. En otra realizacion particular, dicha tercera secuencia de acido nucleico 
comprende un fi'agmento de la HlyA de E. coli que contiene la senal de reconocimiento 
del mecanismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E, coli, tal como una 

30 secuencia de nucleotidos que codifica para los 60 ultimos aminoacidos del extremo C- 
terminal de HlyA de E, coli. En este caso, dicha tercera secuencia de acido nucleico esta 
constituida por, o comprende, la secuencia de nucleotidos que codifica para los 60 
ultimos aminoacidos del extremo C-terminal de HlyA de E, coli. 
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En una realizacion concreta de la invencion, dicha tercera secuencia de icido 
nucleico contiene la secuencia de nucledtidos identificada como SEQ ID NO: 1 que 
codifica para un p6ptido de aproximadamente 23 kDa del extreme carboxilo tenninal de 
HlyA de E. coli cuya secuencia de amino&cidos se muestra en la SEQ DD NO: 2. 
S En general, el dominio de dimerizacion no se fusiona directamente al gen que 

codifica el producto de inter6s sino que es ventajoso introducir un peptido espaciador 
(flexible) entre el extremo del gen que codifica para el producto de interns y el 
comienzo del dominio de dimerizaci6n. Por tanto, si se desea, la construccion de ADN 
de la invenci6n tambi6n puede contener, ademas, una cuarta secuencia de &cido nucleico 

10 que codifica para un pSptido espaciador situada entre dichas segunda y tercera 
secuencias de dcido nucleico, en donde el extremo S' de dicha cuarta secuencia de acido 
nucleico estd imido al extremo V de dicha segunda secuencia de dcido nucleico y el 
extremo 3' de dicha cuarta secuencia de ^cido nucleico est& unido al extremo 5' de 
dicha tercera secuencia de acido nucleico. De esta manera, la secuencia codificante del 

IS producto de interns est& unida al dominio de dimerizacion mediante un p6ptido 
espaciador. Ventajosamente, dicho peptido espaciador es im p6ptido con flexibilidad 
estractural. Prdcticamente, cualquier p6ptido con flexibilidad estractural puede ser 
utilizado. A modo ilustrativo, dicho peptido flexible puede contener repeticiones de 
restos de aminodcidos, tales como Gly-Gly-Gly-Ser, o cualquier otra repetici6n de 

20 restos de amino^idos adecuada, o bien la region bisagra de un anticuerpo. En una 
reaUzacidn particular, dicho p6ptido espaciador flexible comprende la region bisagra de 
un anticuerpo y la construcci6n de ADN de la invencion contiene la secuencia 
codificante para dicho peptido flexible. En ima realizaci6n concreta de la invenci6n, 
dicha cuarta tercera secuencia de icido nucleico contiene la secuencia de nucledtidos 

25 identificada como SEQ ID NO: 3 que codifica para un peptido de 10 aminoacidos que 
comprende la regi6n bisagra de un anticuerpo cuya secuencia de amino&cidos se 
muestra en la SEQ ID NO: 4. 

Para facilitar el aislamiento y purificacidn del peptido o protema de fusi6n 
obtenida mediante la presente invenci6n, la construcci6n de ADN de la invenci6n puede 

30 contener, si se desea, una secuencia de Scido nucleico que codifica para un pSptidb 
susceptible de ser utilizado con fines de aislamiento o purificacion del peptido o 
proteina de fi^sidn. Por tanto, en una realizaci6n particular, la construccion de ADN de 
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la invenci6n contiene, si se desea, una quinta secuencia de acido nucleico que codifica 
para un peptide susceptible de ser utilizado con fines de aislamiento o purificaci6n. 

Pricticamente cualquier peptide o secuencia peptidica que permita el 
aislamiento o purificacidn del p6ptido o protelna de £usi6n puede ser utilizada, por 
5 ejemplo, una secuencia de polihistidina, una secuencia peptidica reconocida por un 
anticuerpo monoclonal y que puede servir para purificar la proteina de fusidn resultante 
por cromatografia de inmunoafmidad, por ejemplo, peptides etiqueta tales como c-myc, 
HA, E, FLAG, etc. [Using Antibodies: A laboratory manual. Ed Harlow and David 
Lane (1999). Cold Spring Harbor Laboratory Press. New Cork. Capitulo: Tagging 
10 proteins, pp. 347-377] y, en general, cualquier otra secuencia reconocida por un 
anticuerpo. 

Dicha quinta secuencia de acido nucleico puede estar situada en cualquier 
posici6n de la construccion de ADN de la invencion excepto en la regi6n 
correspondiente al extreme C-terminal de HlyA ya que, en ese case, remperia la sefial 
15 de secreci6n. A mode ilustrativo, dicha quinta secuencia de dcido nucleico podria estar 
situada entre dichas primera y segunda secuencias de dcide nucleico, en donde el 
.extreme 5* de dicha quinta secuencia de acido nucleico estd unido al extreme 3* de 
dicha primera secuencia de icide nucleico y el extremo 3' de dicha quinta secuencia de 
Scido nucleico estd unido al extremo 5' de dicha segunda secuencia de Scido nucleico. 
20 Altemativamente, dicha quinta secuencia de acido nuicleico podria estar situada en la 
region correspondiOTte al extremo N-terminal de la proteina de fiisi6n resultante o entre 
el producto de interns y el dominio de dimerizacion. 

Para facilitar el reconocimiento de la proteina o peptide de fusion ebtenido, la 
construccion de ADN de la invenci6n tambi6n puede contener, si se desea, una sexta 
25 secuencia de acido nucleico que codifica para un peptide susceptible de ser utilizado 
con fines de reconocimiento. 

PrActicamente cualquier peptide o secuencia peptidica que permita el 
reconocimiento del peptide o proteina de fiision puede ser utilizada, por ejemplo, ima 
secuencia peptidica reconocida por im anticuerpo monoclonal y que puede servir para 
30 recenecer la proteina de fusi6n resultante por cromatografia de inmuneafinidad, per 
ejemplo, peptides etiqueta tales come c-myc, HA, E, FLAG y, en general, cualquier otra 
secuencia reconocida por im anticuerpo. 
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Dicha sexta secuencia de dcido nucleico puede estar situada en cualquier 
posici6n de la construccidn de ADN de la invenci6n excepto en la regi6n 
correspondiente al extreme C-terminal de HlyA para evitar que se rompa la seftal de 
secrecion. A modo ilustrativo, dicha sexta secuencia de dcido nucleico podria estar 
5 situada entre dichas primera y segunda secuencias de acido nucleico, en donde el 
extreme 5' de dicha sexta secuencia de icido nucleico est4 unido al extreme 3' de dicha 
primera secuencia de acido nucleico y el extreme 3' de dicha sexta secuencia de dcido 
nucleico est4 unido al extreme 5' de dicha segunda secuencia de acido nucleico. 
Altemativamente, dicha sexta secuencia de 4cido nuicleico podria estar situada en la 
10 region correspondiente al extreme N-terminal de la proteina de fusion resultante o entre 
el producto de interns y el dominie de dimerizaci6n. 

Dichas quinta y sexta secuencias de icido nucleico pueden estar separadas entre 
si. Altemativamente, en una realizacidn particular, dichas quinta y sexta secuencias de 
Acido nucleico pueden estar unidas entre si. En este case, a mode ilustrativo, dicha sexta 
15 secuencia de Acido nucleico que cedifica para un peptide susceptible de ser utilizado 
con fines de reconocimiento puede estar situada entre dichas primera y quinta 
secuencias de Acido nucleico, en donde el extreme 5' de dicha sexta secuencia de acido 
nucleico estA unido al extreme 3' de dicha primera secuencia de Acido nucleico y el 
extreme 3' de dicha sexta secuencia de Acido nucleico estA unido al extreme 5' de dicha 
20 quinta secuencia de Acido nucleico. Altemativamente, dichas secuencias pueden estar 
unidas entre si en el orden mverse, en cuye case, dicha sexta secuencia de Acido 
nucleico que cedifica para un p6ptido susceptible de ser utilizado con fines de 
reconocimiento estA situada entre dichas primera y quinta secuencias de Acido nucleico, 
en donde el extremo 3' de dicha sexta secuencia de Acido nucleico estA unido al extreme 
25 5' de dicha primera secuencia de Acido nucleico y el extreme 5' de dicha sexta 
secuencia de Acido nucleico estA unido al extremo 3* de dicha quinta secuencia de Acido 
nucleico. 

Si se desea, la constmcci6n de ADN de la invenci6n puede contener, ademAs, 
una secuencia de nucle6tidos que codifica para una secuencia de aminoAcidos 
30 susceptible de ser escindida especificamente per medios enzimAticos o quimices con el 
fin de Uberar el producto de interes xma vez aislada la proteina de fiisi6n. En este case, 
la construcci6n de ADN de la invencion puede incluir, ademAs, una s6ptima secuencia 
de Acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotides que codifica para una 
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secuencia de aminodcidos siisceptible de ser escindida especificamente por medios 
enzim&ticos o quimicos. Pr&cticamente cualquier secuencia de amino^idos susceptible 
de ser escindida especificamente por medios enzimatico o quimicos puede ser utiUzada. 
En una realizacion particular, dicha septima secuencia de acido nucleico comprende ima 
5 secuencia de nucle6tidos que codifica para un sitio de reconocimiento de una proteasa, 
por ejemplo, una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C 
endoproteasa. Factor de coagulaci6n Xa y similares. En otra realizacion particular, dicha 
s6ptima secuencia de dcido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos que 
codifica para im sitio susceptible de ser especificamente escindido por un reactivo 

10 quimico tal como, por ejemplo, bromuro de cianogeno que escinde restos de metionina 
o cualquier otro reactivo quimico apropiado. 

Dicha septima secuencia de acido nucleico se encuentra, generahnente, a 
continuaci6n del extremo 3* de dicha primera secuencia de dcido nucleico que codifica 
para el producto de interns de manera. 

15 La construccion de ADN de la invencion puede obtenerse mediante el raipleo de 

tecnicas ampliamente conocidas en el estado de la t6cnica [Sambrook et al., ""Molecular 
cloning, a Laboratory Manual**, 2"^ ed.. Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 
1989 Vol 1-3]. Dicha construccion de ADN de la invencion puede incorporar, 
operativamente unida, ima secuencia reguladora de la expresion de la secuencia de 

20 nucleotidos que codifica para el producto de interes, constituyendo de este modo vm 
cassette de expresion. 

Por tanto, en otro aspecto, la invenci6n proporciona im cassette de expresi6n que 
comprende la construcci6n de ADN de la invenci6n operativamente unida a una 
secuencia de control de expresi6n de la secuencia de nucleotidos que codifica para el 

25 producto de interes. Las secuencias de control son secuencias que controlan y regulan la 
transcripcion y, en su caso, la traducci6n del producto de interes, e incluyen secuencias 
promotoras (pT7, plac, pBAD^ ptety etc.), secuencias codificantes para reguladores 
transcripcionales (lad, tetR, araCj etc.), secuencias de union a ribosomas (RBS), y/o 
secuencias terminadoras de transcripcidn (tJt2y etc.), etc. En una realizaci6n particular, 

30 dicha secuencia de control de expresion es fiincional en bacterias, en particular, en 
bacterias Gram negativas. 

Ventajosamente, dicho cassette de expresion comprende, ademds, un marcador o 
gen que codifica para un motivo o para un fenotipo que permita la selecci6n de la c61ula 



16 

hospedadora transfomada con dicho cassette de expresion. Ejemplos ilustrativos de 
dichos marcadores que podrian estar presentes en el cassette de expresidn de la 
invenci6n incluyen genes de resistencia a antibidticos, por ejemplo, ampicilina, 
tetraciclina, kanamicina, cloranfenicol, espectinomicina, etc., genes de resistencia a 
compuestos toxicos (telurito, mercurio, etc.). 

La construccidn de ADN de la invencion, o el cassette de expresidn 
proporcionado por esta invenci6n, pueden ser insertados en un vector apropiado. Por 
tanto, en otro aspecto, la invenci6n se relaciona con un vector, tal como un vector de 
expresi6n, que comprende dicha construccidn de ADN o dicho cassette de expresidn. La 
elecci6n del vector dependerd de la c61ula hospedadora en la que se va a introducir 
posteriormente. A modo de ejemplo, el vector donde se introduce dicha secuencia de 
ADN puede ser un pl&smido o un vector que, cuando se introduce en una celula 
hospedadora, se integra o no en el genoma de dicha celula. La obtencion de dicho vector 
puede realizarse por mdtodos convencionales conocidos por los tecnicos en la materia 
[Sambrok et al., 1989, citado supra]. 

En otro aspecto, la invenci6n se relaciona con una bacteria, en particular, una 
bacteria Gram negativa, que comprende una construccidn de ADN de la invencidn o im 
cassette de expresidn de la invencidn, en adelante bacteria de la invencidn. Dicha 
bacteria debe tener el sistema exportador de hemolisina (Hly) de E. coli para lo cual, si 
no lo tiene de forma nativa, se debe proporcionar dicho sistema a la bacteria 
transform^ndola con un vector que contenga los genes HlyB y Lid, por ejemplo, el 
pl4smido pVDL9.3 [Fern&ndez, L.A. et aL, Applied and Environmental Microbiology, 
Nov. 2000, 5024-5029]. Pricticamente cualquier bacteria Gram negativa, por ejemplo, 
E, colU Salmonella tiphymurium^ Pseudomonas aeruginosa^ Pseudomonas putida^ etc., 
puede ser transformada con la construccidn de ADN de la invencidn o con el cassette de 
expresidn de la invencidn. Para ello, las senales promotoras, reguladoras, marcadoras y 
origenes de replicacidn deben ser optimizados para cada especie bacteriano. En una 
realizacidn particular, dicha bacteria Gram negativa es Escherichia coli. 

La construccidn de ADN de la invencidn puede ser utilizada para producir 
productos de interns. Por tanto, en otro aspecto, la invencidn se relaciona con un metodo 
para producir un producto de interds, en forma de una protema de fusion dim6rica, que 
comprende crecer una bacteria de la invencidn bajo condiciones que permiten la 
produccidn y excrecidn al medio de cultivo de dicho producto de interes en forma de 
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una proteina de fusi6n dimeiica. Las condiciones para optimizar el cultivo de la bacteria 
de la invencidn depender^ de la bacteria utilizada. 

Si se desea, el metodo para producir un producto de interns proporcionado por 
esta invenci6n incluye, ademas, el aislamiento y piirificaci6n de dicha proteina de fusi6n 
dimerica. En este caso, la construcci6n de ADN de la invenci6n incluye, adem^, dicha 
septima secuencia de dcido nucleico previamente definida que comprende una secuencia 
de nucleotides que codifica para xma secuencia de amino4cidos susceptible de ser 
escindida especlficamente por medios enzim&ticos o quimicos con el fin de liberar el 
producto de interns una vez aislada la proteina de fusi6n. En una realizaci6n particular, 
dicha secuencia de nucleotidos codifica para un sitio de reconocimiento de una proteasa, 
por ejemplo, una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C 
endoproteasa. Factor de coagulacidn Xa y similares. En otra realizaci6n particular, dicha 
secuencia de nucle6tidos codifica para un sitio susceptible de ser especlficamente 
escindido por im reactivo quimico tal como, por ejemplo, bromuro de cianogeno que 
esciende restos de metionina o cualquier otro reactivo qulmico apropiado. 

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una proteina de fusion dimerica 
obtenible por expresi6n de la secuencia de dcido nucleico contenida en la construccion 
de ADN de la invencion, que comprende: 

(i) la secuencia de aminodcidos de la HlyA de E, coli o de un fragmento de 
dicha proteina que comprende la seiial de reconocimiento del mecanismo 
de secrecion del sistema transportador de hemolisina (Hly) de E, coli; 

(ii) una secuencia de aminodcidos correspondiente a vm dominio de 
dimerizacion; y 

(iii) la secuencia de aminoacidos de un producto de inter6s. 

De forma mas concreta, la proteina de fiision dimerica de la invencion 
comprende 

(i) la secuencia completa de aminoAcidos de HlyA de E. coli, o 
altemativamente, un firagmento de HlyA de E, coli que comprende la 
senal de reconocimiento del mecanismo de secrecion del sistema 
transportador de Hly de E, coli [NOTA: Intentare definir su secuencia de 
aminoacidos en base a la informacion que me faciliteis sobre la secuencia 
completa de aminoacidos de dicha proteina]; 
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(ii) un dominio de dimerizacion, tal como una helice peptidica, una 
estructura de doble arroUamiento helicolidal (coiled coil), o, en general, 
cualqxiier secuencia peptidica que promueva la dimerizacion en las 
protelnas que la contengan. En una realizacidn particular, dicho dominio 
de dimerizaci6n comprende la cremallera de leucina del factor de 
transcripci6n GCN4 de levadura; y 

(iii) un producto de interes, por ejemplo, una enzima, un inhibidor 
enzim&tico, una hormona, ima mol6cula implicada en la adhesi6n y/o 
sefializacion celular y compuesta por dominios, por ejemplo, una 
inmunoglobulina, im antigeno imnunog&iico, tal como una proteina o un 
fragmento antigSnico de la misma procedente de un pat6geno, por 
ejemplo, de im patdgeno viral, bacteriano, de un par&sito, etc., que puede 
causar infecciones en seres humanos o animales, im agente terap6utico, 
por ejemplo, un antigeno especifico de tumor, un antigeno de una 
enfermedad auto-inmune, etc., o una mol6cula inmunoreguladora, por 
ejemplo, xm factor de crecimiento, una citoquina, tal como una 
interleuquina, un interferon, etc.; en una realizacion particular, dicho 
producto de interns es un minianticuerpo susceptible de ser utilizado con 
fines terap6uticos, de diagn6stico o de investigaci6n. 

La proteina de fijsi6n dim6rica de la invenci6n tambi6n puede contener, si se 
desea, (a) un p6ptido espaciador entre el producto de interes y el dominio de 
dimerizacion; ventajosamente, dicho p6ptido espaciador es un peptido con flexibilidad 
estractural, por ejemplo, un p6ptido que contiene repeticiones de restos de aminoacidos, 
tales como Gly-Gly-Gly-Ser, o cualquier otra repeticion de restos de aminodcidos 
adecuada, o bien la regi6n bisagra de un anticuerpo; en una realizaci6n particular, dicho 
p6ptido espaciador flexible comprende la region bisagra de un anticuerpo; y/o (b) un 
peptido para facilitar el aislamiento o purificacidn del peptido o proteina de fusion, por 
ejemplo, una secuencia de polihistidina, o ima secuencia peptidica reconocida por un 
anticuerpo monoclonal y que puede servir para purificar la proteina de fusidn resultante 
por cromatografia de inmunoafinidad, por ejemplo, peptides etiqueta tales como c-myc, 
HA, E, FLAG, y, en general, cualquier otra secuencia reconocida por mx anticuerpo; y/o 
(c) ,im peptido que permita el reconocimiento del peptido o proteina de fusi6n, por 
ejemplo, ima secuencia peptidica reconocida por un anticuerpo monoclonal y que puede 
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servir para reconocer la proteina de fusion resultante por cromatografia de 
inmunoafinidad, por ejemplo, peptidos etiqueta tales como c-myc, HA, E, FLAG y, en 
general, cualquier otra secuencia reconocida por un anticueipo; y/o (d) una secuencia de 
aminoacidos susceptible de ser escindida espedficamente por medios enzimdticos, por 
5 ejemplo, una secuencia de amino&cidos que constituye un sitio de reconocimiento de 
una proteasa, por ejemplo, una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, 
Lys-C endoproteasa. Factor de coagulaci6n Xa y similares, o una secuencia de 
aminoScidos susceptible de ser especificamente escindida por xm reactivo quimico tal 
como, por ejemplo, bromuro de ciandgeno y similares. 

10 El sistema de producci6n de proteinas de fusion dimericas proporcionado por 

esta invencion es particulannente litil para la produccidn de proteinas implicadas en una 
actividad de imi6n, por ejemplo, en las interacciones proteina-ADN o antigeno- 
anticueipo, puesto que puede intensificar su avidez. 

Una ventaja del sistema proporcionado por esta invenci6n radica en que permite 

15 producir proteinas toxicas para un huesped bacteiiano que, de no ser por ese sistema,vno 
se podrian expresar en dicho huesped bacteriano debido a us toxicidad. Comov es 
conocido, la expresion por metodos recombinantes de proteinas tdxicas para un hu6sped 

- bacteriano es muy eomplicada o prdcticamente imposible cuando dicha proteina t6xica 

expresada no es exportada desde la bacteria hacia el exterio. Con el metodo 

20 proporcionado por esta invenci6n se puede expresar una proteina toxica o previamente 
inexpresable, o expresada a bajos niveles, para producir la proteina deseada en 
cantidades utilizables. 

El siguiente ejemplo ilustra la invencion sin que deba ser considerado como 
limitative del alcance de la misma, 

25 

EJEMPLO 1 

Produccidn de minianticuerpos dim^ricos con elevada afinidad secretados por el 
sistema de transporte de hemolisina (Hly) de E. coli 

En este ejemplo se describe la secrecion de minianticuerpos dimericos en 
30 sobrenadantes de cultivos de E, coli que emplean el sistema de transporte de hemolisina 
(Hly). En primer lugar, se demostr6 que la dimerizacion puede conseguirse por 
ingenieria gen6tica en el sistema de transporte de la Hly. Para ello se insert6 una helice 
a anfipitica (es decir, el dominio de cremallera de leucina del factor de transcripcion de 
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levadxiras GCN4) en el extremo N terminal de una versi6n marcada (E-tag) del dominio 
C tenninal de 23 kDa de la hemolisina (EHlyA). Se comprob6 que el polip6ptido 
resultante (ZEHlyA) se secretaba eficazmente por las celulas de E. coli y se acumulaba 
en el medio de cultivo como un dimero estable. Despu6s se utilizaron los vectores 
derivados de TEHlyA y 'ZEHlyA para la secreci6n de los dorainios Vhh de 
imnunoglobulinas obtenidos de anticueipos de camello. Se secretaron los Wbridos Vhh- 
EHlyA y VHH-ZEHlyA y se encontraron en el medio extracelular como mon6meros y 
dlmeros, respectivamente. Cuando se compararon con sus hom61ogos monom6ricos, las 
mol6culas dimericas VHH-ZEHlyA mostraron propiedades superiores de union a su 
antlgeno relacionado, con un aumento de 10 veces en su afinidad funcional (avidez). 
Este procedimiento permite obtener f&cilmente minianticuerpos Vhh monomericos y 
dimericos con alta avidez a partir de los sobrenadantes de cultivos de E, coli, facilitando 
asf la selecci6n y la purificaci6n de alto rendimiento de clones de Vhh a partir de 
grandes librerias. 

1. MATERIALES Y METODOS 
Cepas bacterianas, crecimfento y condiciones de induccidn. Las cepas de E, coli K- 
12 empleadas eran DH5aF' {supE44 A(lacZYA'argF)Ul69 mO{lacZAM15) hsdR17 
recAl endAl gyrA96 thil relAl; Invitrogen) para la clonacion y la propagacion de los 

plismidos y HB2151 {Mac-pro, ara, naf, thi, F'proAB lacfl lacZAMlS) [Carter, P., 
H. Bedouelle, and G. Winter 1985. Improved oligonucleotide site-directed 
mutagenesis using M13 vectors. Nucleic Acids Res. 13:4431-4443] para la expresi6n de 
proteinas. Las bacterias que contenian los pldsmidos indicados en cada caso se hicieron 
crecer a 30**C en placas de agar LB [Miller, J. H. 1992. A short course in bacterial 
genetics: a laboratory manual and handbook for Escherichia coli and related bacteria. 
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York] que contenia 
glucosa al 2% (p/v) (para reprimir el promotor lac) y los antibioticos apropiados para la 
selecci6n de pldsmidos. Para la inducci6n de los hibridos HlyA, se inocularon colonias 
individuals en el medio LB liquido que contenia glucosa al 2% (p/v) y se hicieron 
crecer a 30°C o a 37*'C hasta que a la densidad 6ptica a 600 nm (DOeoo nm) alcanzo lin 
valor de 0,5 aproximadamente. En ese punto, las bacterias se recogieron por 
centrifugaci6n, se resuspendieron a la misma densidad en LB que contenia isopropil-l- 
tio-P-D-galactdsido (IPTG) 0,3 mM y se incubaron (a 30'*C o a 37"C) con agitacion 
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(160 r.p.in.) durante un periodo de tiempo comprendido entre 4 y 16 h. Se recogieron 
los sobrenadantes del cultivo tras la eliminacidn de las c61ulas de E. coli por 
centrifugacidn (lO.OOOxg, 10 min) y se afiadio 1/10 del volumen de tamp6n fosfato 
salino (PBS) lOX concentrado [PBS: Na2HP04 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, KCl 3 mM, 
5 NaCl 137 mM, pH 7,0]. Los sobrenadantes del cultivo se emplearon directamente para 
realizar inmunoensayos o se almacenaron a -SO'^C hasta su utilizacion. Los antibi6ticos 
anadidos al medio de cultivo para la selecci6n de plasmidos fueron la ampicilina (Ap; 
150 H.g/ml) y el cloranfenicol (Cm; 30 jig/ml). 

10 Plasmidos y oligonucledtidos. Se emplearon metodos estandar para la mampulaci6n y 
el aislamiento del ADN, la amplificacion per PCR y la secuenciacion del ADN 
[Ausubel, F. M,, R. Brent, R. E. Kingston, D. D. Moore, J. G. Seidman, J, A. Smith, 
and K Stnihl 1994.- Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons, New 
York; Sambrook, J., E, Fritsch, and T. Maniatis 1989. Molecular cloning. A 

15 laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York]. Los 
oligonucleotidos se obtuvieron de Sigma Genosys (Reino Unido) o de Isogen 
Bioscience BV (Paises Bajos). Los plasmidos pEHlyA (ApO, pEHlyA2-SD (Ap") y ^- 
. pyDL9.3 (Cm") ya han,sido descritos [Fernandez, L, A., and V. De Lorenzo 2001. v 
Formation of disulphide bonds during secretion of proteins through the periplasmic- 1 

20 independent type I pathway Mol Microbiol. 40:332-46; Fem&ndez, L. A., L Sola, L. 
Enjuanes, and V. de Lorenzo 2000. Specific secretion of active single-chain Fv 
antibodies into the supemantants of Escherichia coli cultures by use of the hemolysin 
system Appl Environ Microbiol. 66:5024-5029; Tzschaschel, B, D., C. A, Guzman, K. 
N. Timmis, and V. de Lorenzo 1996. An Escherichia coli hemolysin transport system- 

25 based vector for the export of polypeptides: Export of Shiga-Uke toxin IleB subimit by 
Salmonella typhimurium aroA. Nature Biotechnology. 14:765-769]. El plasmido 
pZEHlyA (ApO se obtuvo insertando en el sitio unico Sail de pEHlyA un fragmehto de 
ADN de 170 pb que codifica para el dominio ZIP amplificado por PCR y digerido con 
San. El mapa del plasmido pZEHlyA se muestra en la Figura 6. La ampHficacion por 

30 PCR del dominio ZIP se Uevo a cabo con la ADN polimerasa Vent (New England 
Biolabs), usando como molde 1 ng de pCLZIP (Codon Genetic Systems, GmbH), y 
como cebadores los oligonucledtidos identificados como SEQ ID NO: 5 y SEQ ID NO: 
6, que incorporaban dos sitios Sail flanqueando el producto amplificado. El plasmido 
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pZEfflyA2-SD (ApO se obtuvo insertando en el sitio linico Sail de pEHlyA2-SD el 
fragmento de ADN de 170 pb que codijBca para ZIP obtenido por digesti6n con Sail de 
pZEHlyA. El mapa del plSsmido pZEHlyA2-SD se muestra en la Figura 7. Se 
seleccion6 la orientaci6n del fragmento de ADN ZIP que producia una insercion interna 
en el dominio C-HlyA marcado con E de pZEHlyA y pZEHlyA2-SD tras la 
secuenciaci6n del ADN. Los fixigmentos de ADN de aproximadamente 0,3 kb que 
codificaban para los dominios Vhh, Va^ry y V/^ se amplificaron por PGR con la ADN 
polimerasa Vent, usando como molde 1 ng de los , fag^midos A100R3A2 (anti-a- 
amilasa) o R3E5 (vacuna antitetinica), respectivamente, y como cebadores los 
oUgonucleotidos identificados como SEQ ID NO: 7 y SEQ ID NO: 8. 

Los productos amplificados de ADN que codifican para Vamy y ^tu contem'an los 
sitios de restriccion flanqueantes Ncol y Sfil^ lo que permitia su clonacion en los 
mismos sitios de pEHlyA2-SD y pZEHlyA2-SD, generando asi pV«;;,;.HlyA, pV,ttHlyA, 
pVfl;„yZhlyA y pV/^xZHlyA. Los mapas de los pldsmidos pV^/n^lyA y pVamyZhlyA se 
muestran en las Figuras 8 y 9, respectivamente. Los fag^midos A100R3A2 y R3E5 
fueron proporcionados por el Dr. Hennie Hoogenboon (Dyax Co., EE. UU.). Ambos 
fag6midos son derivados de pCANTAB6 (Cambridge Research Biochemicals) que 
contienen los dominios Vhh de camelidos clonados entre los sitios Sfil yNotl. 

Electroforesis e inmunotransferencia de proteinas. Se llevo a cabo la electroforesis 
en geles de dodecil sulfato sodico - poliacrilamida (SDS-PAGE) usando geles de 
apilamiento al 4% y de separacion al 10% (acrilamida:bisacrilamida 29:1; Bio-Rad), 
utilizando el sistema de electroforesis Miniprotean® (Bio-Rad) y siguiendo los 
protocolos estandar [Ausubel, F. M., R. Brent, IL E. Kingston, D. D. Moore, J. G. 
Seidman, J. A. Smith, and K Struhl 1994. Current Protocols in Molecular Biology. 
John Wiley & Sons, New York; Fraile, S., F. Roncal, L. A. Fernandez, and V. de 
Lorenzo 2001. Monitoring Intracellular Levels of XylR in Pseudomonas putida with a 
Single-Chain Antibody Specific for Aromatic-Responsive Enhancer-Binding Proteins J 
Bacteriol. 183:5571-9]. Para la inmunotransferencia, las proteinas se transfirieron a ima 
membrana de difloruro de polivinilideno (Immobilon-P, Millipore) usando un aparato 
de electroforesis por transferencia semiseca (Bio-Rad). La membrana se bloqueo en 
tamp6n MTP (leche desnatada al 3% p/v, Tween 20 al 0,1% v/v en PBS) y se detectaron 
los polip6ptidos marcados con E con anticuerpo monoclonal anti-E marcado con 
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peroxidasa (0,2 jig/ml en tampon MTP; Amersham Bioscience). El conjugado 
anticuerpo-POD unido se revel6 mediante quimioluminiscencia, tal como ya se ha 
descrito [Fraile, S., F. Roncaly L. A. Fernandez, and V. de Lorenzo 2001. Monitoring 
Intracellular Levels of XylR in Pseudomonas putida with a Single-Chain Antibody 
5 Specific for Aromatic-Responsive Enhancer-Binding Proteins J Bacteriol. 183:5571-9]. 
La membrana se expuso a una peUcula de rayos X (X-OMAT®, Kodak) o a 
ChemiDoc® (Bio-Rad) para la cuantificacidn por quimioluminiscencia (software 
Quantity-one®; Bio-Rad). Las concentraciones de los polip6ptidos HlyA marcados con 
E secretados presentes en los sobrenadantes del cultivo de E, coli se determinaron por la 

10 intensidad de sus bandas de proteinas correspondientes en geles de SDS-poliacrilamida 
tenidos con plata [Ansorge, W. 1985. Fast and sensitive detection of protein and DNA 
bands by treatment with potassium permanganate J. Biochem. Biophys. Methods. 
11:13-20] y mediante inmuno-transferencia usando anticuerpo monoclonal anti-E 
marcado con POD. Se usaron diluciones seriadas de scFvs marcados con E purificados, 

15 de concentracion conocida, como patrones en estos experimentos. 

Entrecruzamiento de proteinas. Antes de su incubacion con el agente de 
entrecruzamiento bifimcional glutarato de disuccinimidilo (DSG, 7.7 A spacer; Pierce), 
los polip6ptidos de HlyA marcados con E presentes en los sobrenadantes de los cultivos 

20 se equilibraron en el mismo volumen de PBS por ultrafiltraci6n a traves de una 
membrana con punto de corte de 10 kDa (Microcon 10, Millipore) que elimin6 los 
compuestos pequefios con grupos amino libres presentes en el medio de cultivo. El 
entrecruzamiento se Uevo a cabo durante 30 minutos a temperatura ambiente anadiendo . 
DBS 40 6 130 a muestras de proteinas de 50 |il equilibradas eii PBS. Tras esta 

25 incubacion, el agente de entrecruzamiento se inactivo con Tris-HCl 50 mM (pH 7,5) 
durante 15 minutos y se anadi6 im volimien de tamp6n de muestra SDS-PAGE 2X 
concentrado [Fraile, S., F. Roncai, L. A. Fernandez, and V. de Lorenzo 2001. 
Monitoring Intracellular Levels of XylR in Pseudomonas putida with a Single-Chain 
Antibody Specific for Aromatic-Responsive Enhancer-Binding Proteins J Bacteriol. 

30 183:5571-9]. Tras hervir durante 5 minutos, se cargaron 10 \x\ para el SDS-PAGE. 

Cromatografifa por exclusidn de tamafto. Los sobrenadantes del cultivo 
(aproximadamente 0,2 ml) que contenian PBS IX se mezclaron con 2 mg de protefna 
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patron de masa conocida (disuelta en 60 \il de H2O) y se hicieron pasar a traves de una 
resina Bio-Gel A de 1,5m (Bio-Rad) empaquetada en una columna de 1 m de longitud y 
1,5 cm de ancho (Bio-Rad). Los patrones de filtraci6n del gel (Bio-Rad) fueron la 
tiroglobulina (PM 670.000), la gammablobulina bovina (PM 158.000), la ovoalbumina 
de polio (PM 44.000), la mioglobina equina (PM 17.000) y la vitamina B-12 (PM 
1.350). La velocidad de flujo de la muestra a traves de la columna se fij6 a 0,2 ml/min 
usando una bomba peristdltica (P-1, Amersham Bioscience). El volimien de vaclo de la 
columna se calculo mediante la elucidn de azul de dextrano 2000 (Amersham 
Bioscience). La elucion de los patrones de proteinas a trav6s de la columna se 
monitoriz6 mediante absorcion de luz UV (Uvicord S H, Amersham Bioscience). Se 
recogieron fracciones de 1 ml (colector RediFrac, Amersham Bioscience) y se 
concentraron 10 veces mediante precipitaci6n con acido tricloroacetico (TCA) al 10% 
(p/v) y 10 |iig de albiSmina s6rica bovina (BSA, Roche) que actuaba como transportador. 
La presencia de proteinas HlyA marcadas con E en estas fracciones se .detect6 por 
Western blot utilizando un anticueipo monoclonal anti-B marcado con POD (v6ase mis 
arriba). 

Ensayos de inmunoabsorci6n ligados a enzima (ELISA). Los antigenos (a-amilasa u 
ovoalbumina; Sigma) se adsorbieron durante 1 h a 37°C a inmunoplacas de 
microtitulaci6n de 96 pocillos (Maxisorb, Nunc) a 200 jig/ml en PBS. Se lav6 el exceso 
de antfgeno y las placas se bloquearon durante 16 h a 4**C en tamp6n MTP (v6ase 
anteriormente). Los minianticueipos se diluyeron en tamp6n MTP, se anadieron a los 
pocillos a las concentraciones indicadas en cada caso y se incubaron durante 1 h a 
temperatura ambiente. A continuacion, los anticuerpos no uriidos se eliminaron 
mediante cuatro lavados de los pocillos con PBS que contenfa Tween 20 al 0,1% (v/v). 
El conjugado anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD (0,2 ng/ml en tamp6n 
MTP) se afladi6 a los pocillos y se incubo adicionalmente durante 1 h a temperatura 
ambiente para detectar los minianticueipos unidos marcados con E. Tras lavar como 
antes, las placas se revelaron usando o-fenilenediamina (Sigma). Se dej6 continuar la 
reacci6n durante 10 minutos en oscxuidad, se paro con HCl 0,6 N y se determino la DO 
a 490nm de los pocillos (lector de microplacas Benchmark, Bio-Rad). 
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2. RESULTADOS 

Dimerizacidn por ingeDierfa gen^tica de la seftal de secreci6n de HlyA. En primer 
lugar, se investigd si la dimerizacion de C-HlyA podria realizarse por ingenieria 
genetica sin afectar a su secrecion. Se seleccion6 un corto dominio de unos 6 kDa 
S aproximadamente, denominado ZIP, que se habfa utilizado para la dimerizacidn de 
scFvs en el periplasma de E. coli [Kerschbaumer, R. J., S. Hirschl, A. Kaufmann, M. 
Ibl, R. Koenig, and G. Himmler 1997. Single-chain Fv fusion proteins suitable as 
coating and detecting reagents in a double antibody sandwich enzyme-linked 
immunosorbent assay Anal Biochem. 249:219-27; Pack, P., and A. Pluckthun 1992. 

10 Miniantibodies: use of amphipathic helices to produce functional, flexibly linked 
dimeric FV fragments with high avidity in Escherichia coli Biochemistry. 31:1579-84] 
para su insercidn en C-HlyA. El dominio ZIP consta de una helice anfipatica que forma 
la cremall^ra de leuciha del factor de transcripcion de levaduras GCN4, flanqueado en 
su extremo N terminal por una zona bisagra peptidica derivada de la IgG3 del ratdn, y 

15 en su extremo C terminal por un marcador de polihistidina (6xhis). Se insert© un 
firagmento de ADN que codificaba para el dominio ZIP intemamente cerca del extremo 
N terminal de la versi6n de aproximadamente 27 kDa marcada con E de C-HlyA 

_ (EHlyA) presente en el plSsmido pEHlyA (Figura lA). El plasmido resultante, 
pZEHlyA, codifica para un polip6ptido de aproximadamente 33 kDa (denonnnado 

20 ZEHlyA) que contiene los dominios ZIP y C-HlyA marcados con E (Figuras 1 A y IB). 

La producci6n de ZEHlyA y EHlyA, como control sin ZIP, se indujo en cultivos 
de c61ulas TolC^ de tipo salvaje de E, coli (por ejemplo, la cepa HB2151) que Uevaban 
pVDL9.3, que codifica para HlyB y HlyD, y que alojaban pZEHlyA o pEHlyA, 
respectivamente. Como se muestra en la Figura IC, se encontraron ambos polip6ptidos 

25 en niveles similares (aproximadamente 10 fig/ml) en los sobrenadantes de los cultivos 
de E, coli crecidos a 3TC tras la induccion de 4 h con IPTG 0,3 mM. Estas proteinas se 
detectaron en virtud del peptido marcado eon E incorporado en sus secuencias con 
anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD (Metodos). La secrecion de ambos 
polipeptidos derivados de HlyA fue especifica y dependiente de la expresi6n de los 
30 componentes HlyB y HlyD por E, coli (datos no mostrados) [Fernandez, L. A., and V. 
De Lorenzo 2001. Formation of disulphide bonds during secretion of proteins through 
the periplasmic-independent type I pathway Mol Microbiol. 40:332-46], Este resukado 
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indicaba que la presencia del dominio de dimerizaci6n ZIP no tenia efecto en la eficacia 
de la exportaci6n de la sefial de C-HlyA. 

A continuacidn, se investigd el estado de oligomerizaci6n de los polip6ptidos 
secretados. Se incubaron muestras de alicuotas que contenia los polip6ptidos secretados 
5 EHlyA o ZEHlyA con el agente de entrecruzanndento bifiincional glutarato de 
disuccinimidilo (DSG) y luego se sometieron a SDS-PAGE desnaturalizante y a 
inmunotransferencia con anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD (M^todos). 
En este experimento, sdlo se entrecruzaron las muestras de ZEHlyA a baja 
concentraci6n de DSG (40 jiM) para formar una banda de proteinas con una masa 

10 molecular (Mr) aparente de aproximadamente 66 kDa (Figura 2, carril 5), lo que estaba 
de acuerdo con el tamafio esperado para un dimero de ZEHlyA. La concentracion mas 
elevada de DSG (130 fiM) intensifico la intensidad de la banda correspondiente a 
ZEHlyA dimerico (Figura 2, carril 6) mientras que solo tenia una reactividad menor 
sobre EHlyA control (Figura. 2, carril 3). 

15 Tambien se demostnS la dimerizacidn de ZEHlyA mediante cromatograHa .por 

exclusi6n de tamafio. Se separaron muestras de alicuotas de sobrenadantes de cuMvos 
que contenian EHlyA o ZEHlyA secretados en una colunma de filtraci6n en gel, con un 
limite de exclusi6n de 1 .500 kDa, junto con proteinas de masa conocida utilizadas como V'\ 
patrones (Metodos). Como se muestra en la Figura 3 A, ZEHlyA mostr6 una Mr ** " 

20 aparente de aproximadamente 66 kDa en la cromatografla de filtracidn en gel, mientras 
que EHlyA tuvo ima Mr aparente de aproximadamente 32 kDa en las mismas 
condiciones. Es importante que se detectara un unico pico para cada proteina (Figura 
3B), lo que indica que ambos polipeptidos estaban presentes como mon6meros (EHlyA) ' 
y dimeros (ZEHlyA) estables en disoluci6n. Considerados jpntos, estos resultados 

25 demostraron que podria obtenerse la dimerizacidn de proteinas mediante la 
incorporaci6n de helices anfipdticas en C-HlyA sin interferir con su secreci6n por el 
transportador de Hly. 

Secreci6n de minianticuerpos dim^ricos por el sistema de la Hly de E, colL A la 
30 vista de los resultados previamente obtenidos se procedi6 a estudiar si los fragmentos de 
anticuerpos dimericos podian secretarse mediante el sistema de la Hly. En primer lugar, 
se construyo xm plasmido, denominado pZEHlyA2-SD, para generar fusiones intemas 
entre los firagmentos de anticuerpos recombinantes que carecen del dominio N-SP y 
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ZEHlyA. Este pl^mido es un derivado de pEHlyA2-Sb [Fernandez, L. A., I. Sola, L. 
Enjuanes, and V. de Lorenzo 2000. Specific secretion of active single-chain Fv 
antibodies into the supemantants of Escherichia coli cultures by use of the hemolysin 
system Appl Environ Microbiol. 66:5024-5029}^en el que se insertd un fragmento de 
S ADN que codifica para el dominio ZIP en un unico sitio Sall^ entre la secuencia de 
poliuni6n y el dominio C-HlyA marcado con E (Metodos). Se seleccionaron dos 
anticuerpos de camello Vhh. frente a a-amilasa {amy) o la vacuna antitet^ca {ttx\ para 
determinar su expresi6n como hfbridos con los restos *EHlyA y 'ZEHlyA (Figuras 4A y 
4B). El empleo de anticuerpos de camello Vhh como pares de fusibn se debio a su 

10 pequeno tamano (aproximadamente IS kDa) y a su baja tendencia a formar agregados 
de proteinas [Muyldermans, S. 2001. Single domain camel antibodies: current status J 
Biotechnol. 74:277-302; Pluckthun, A., and P. Pack 1997. New protein engineering 
approaches to multivalent and bispecific antibody fragments Immunotechnology.f:3:83- 
105], lo que podria interferir con el andlisis de la dimerizacion obtenida por el dominio 

15 ZIP (v6ase Discusi6n). Las c61ulas de E. coli HB2151 (pVDL9.3) se traiisformaron con 
un plasmido que codificaba para el Wbrido VHH-HlyA {pWamy^^yK pVa,„^ZHlyA, 
pV,ttHlyA o pV/rxZHlyA) y se indujeron 4 h por la adicion de IPTG 0,3 mM::a los 
^ cultivos liquidos crecidos en LB a 30 6 37 **C. Los polip6ptidos secretados VowyHlyA y 
Vfl;„yZHlyA se detectaron posteriormente en los sobrenadantes de los cMtivos 

20 correspondientes de E, coli por Western blot con.anticuerpo monoclonal anti-E marcado 
con POD (Figura 4C). En estas condiciones, la concentracion final de Vam^^y^ y 
Vfl;„^HlyA file de aproximadamente 2 ^g/ml a 37^C, y se redujo aproximadamente en 2 
veces en los cultivos que crecieron a 30°C. Resultados similares se obtuvieron con 
V//xHlyA y V^/;cZHlyA (datos ho mostrados). 

25 El estado de oligomerizaci6n de los hibridos VHH-HlyA secretados se sometio a 

ensayo mediante cromatografia de filtracion en gel (Figura 4D). Muestras de alicuotas 
de sobrenadantes de cultivos de E. coli que contenian VflmyHlyA o Vfl;„^ZHlyA se 
cargaron en una colxmma de filtraci6n en gel (Hmite de exclusion de 1.500 kDa), junto 
con proteinas de masa conocida. A partir de sus perfiles de elucion puede deducirse 

30 (Figura 4D) que el hibrido V„;„^HlyA tem'a una Mr aparente de aproximadamente 40 
kDa, lo que estaba completamente de acuerdo con la masa esperada para un monomero 
de este polip6ptido. Por el contrario, Vfl;„yZHlyA mostro una Mr aparente de 
aproximadamente 95 kDa, que es aproximadamente el doble de la masa esperada de su 
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mon6mero (es decir, 47 kDa). Hay que mencionar que la temperatura a la que se 
indujeron los cultivos de E. coli (30**C 6 37**C) no tuvo ninguna influencia en el 
comportamiento cromatogr&fiico de estas muestras. Por lo tanto, la secrecion de los 
anticuerpos de camello Vhh monomericos o dim6ricos pueden producirse fusionSndolos 
a los restos EHlyA o ZEHlyA, respectivamente. 

A continuacidn, se prob6 si la dimerizacidn mejoraba las propiedades de union 
funcional de VaOTyZHlyA. Para este fin, se compar6 la uni6n a la a-amilasa de Va/nyHlyA 
monomerico y de VaffltyZHlyA dim6rico mediante ELISA. En estos experimentos, se 
incubaron diluciones seriadas de sobrenadantes de cultivos de E, coli que contenlan. 
cantidades id6nticas de Vfl^yHlyA o Va;„yZHlyA con placas de ELISA recubiertas con 
a-amilasa u ovoalbtimina (como antigeno control). Tras el lavado, los minianticuerpos 
unidos se detectaron con el conjugado anticuerpo monoclonal anti-E marcado con POD 
y se realizo la lectura a la DO490nm (M6todos). La union especifica de la a-amilasa se 
demostro incubando estas placas con V,/^cHlyA y VrttZHlyA. En la Figura 5 se muestra 
el resultado de un ELISA prototipo de estos experimentos. La union previa a 
ovoalbiimina (en todos los casos la DO490nm 0,05) se ha sustraldo de los valores 
presentados. Tal como se indica, la molecula Vamy7M\yA dimerica presento una 
afinidad funcional mayor fi*ente a la a-amilasa, que Vflw>'HlyA monom6rica. No se 
observe uni6n a a-amilasa con los derivados control de (Figura 5) ni con los 
po]ip6ptidos EHlyA y ZEHlyA (datos no mostrados). En general, al menos se requiri6 
una concentracion diez veces mayor de Vfl;„^HlyA monomerico para lograr seSales de 
uni6n a la a-amilasa similares a las obtenidas con Va^^j^HlyA. Adem^s, en la 
concentracion de saturacion de ambos minianticuerpos (aproximadamente 0,5 jig/ml) la 
uni6n obtenida con Vaw^^HlyA alcanzo un nivel meseta superior. Por tanto, la 
dimerizacidn de VflmyZHlyA induce un efecto de avidez sobre este minianticuerpo que 
se refleja en una mayor afinidad de union funcional a su antigeno. 
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3. discusi6n 

La dimerizacion es una propiedad que con frecuencia se desea conseguir por 
ingenieria gen6tica en las protemas cuando cstk implicada una actividad de uni6n (por 
ejemplo, en las interacciones protefna-ADN o antfgeno-anticuerpo), puesto que puede 
intensificar su afinidad funcional (avidez). 

Este ejemplo ilustra la obtenci6n por ingenieria gen6tica, por primera vez, de la 
dimerizacion de las proteinas secretadas por el sistema de transporte de hemolisina de E, 
coli y se ha empleado esa tecnologfa para producir minianticuerpos de alta avidez 
derivados de los anticuerpos de camello Vhh- 

Los resultados obtenidos demuestran que la incorporacion de una h^lice 
anfipitica de autodimerizaci6n en el extremo N terminal de C-HlyA no interfiere con la 
secrecion de Hly y permite la dimerizaci6n del polipq)tido secretado. Tal como se 
muestra, la dimerizacidn puede intensificar la avidez de la union del polipeptido 
secretado derivado de C-HlyA, Ademas, tambi6n puede tener otras aplicaciones, como 
la asociacion molecular de vaiios antlgenos y/o adyuvantes producidos por cepas 
bacterianas vivas, o la combinaci6n de diversas actividades biologicas para la 
generaci6n de mol6culas biespecificas (por ejemplo, la uni6n a un antigeno y el 
- reclutamiento del complemento). 

El scFvs dim^rico de alta avidez se ha producido en el periplasma de las celulas 
de E, coli insertando h61ices anfipdticas en su extremo C terminal. Inicialmente parecia 
sencillo probar si scFv dim6rico podia secretarse fusionandolos a 'ZEHlyA. Sin 
embargo, la tendencia reconocida de scFvs a formar dimeros y agregados de proteinas 
de elevado peso molecular indujo a utilizar fi-agmentos mas pequenos de anticuerpos. 
De hecho, cuando se investigo el estado de oligomerizaci6n de un hlbrido scFv-HlyA 
(6AC3HlyA) mediante cromatografia de filtracion en gel, se encontro que forma un 
ntimero discreto de especies moleculares que difieren en su masa aparente [es decir, a 
30**C. aproxirhadamerite el 50% tenia la masa del monomero, Mr 55 kDa 
aproximadam^nt'e, miqntras que el resto tem'a una Mr aparente de aproximadamente 
115, aproximadamente 170 e igual o superior a 350 kDa (datos no publicados)]. 

Los antifcuerpos de camello Vhh han recibido mucha atenci6n debido a su mejor 
solubilidad y a su estructura mds simple, lo que facilita su amplificacion y clonaje. 
Merece la pena destacar que los cambios efectuados no disminuyen la afinidad ni la 
especificidad de los anticuerpos de camello Vhh, debido a la presencia de regiones 
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determinantes de la complementaridad (CDR) extremadamente variables que 
compensan la perdida de diversidad provocada por la ausencia de un dominio Vl- Los 
anticuerpos de camello tambi6n ban demostrado un potencial extraordmario como 
inhibidores enzimiticos puesto que sus grandes CDR pueden alcanzar los sitios activos 
5 escpndidos en las enzimas. Ademds, la similitud entre los anticuerpos de camello Vhh y 
las secuencias de la familia VH3 humana esta permitiendo la generacion de librerias 
presentadas en fagos de los dominios Vh humanos camelizados y de los anticuerpos de 
camello Vhh humanizados. 

Los beneficios expuestos anteriormente motivaron a los inventores a utilizar los 

10 dominios Vhh para su secreci6n por el translocador de hemolisina de E. coli. Los 
resultados obtenidos muestran que los anticuerpos de camello fimcionales, tanto en la 
forma monom6rica como en la dimerica, pueden recuperarse de los sobrenadantes del 
cultivo de E. coli a niveles similares a los obtenidos en su expresion peripldsmica 
(aproximadamente 1 mg/litro de cultivo a D.O.600nin =!)• AdemAs, la dimerizacion 

15 provocada por ZEHlyA indujo un aumento de diez veces en la afinidad funcional de 
Vfl;,^;. Este valor estd dentro del interval© esperado producido por el cambio de 
anticuerpos monovalentes a divalentes. En conclusi6n, estos datos demuestran que el 
sistema de secrecidn de Hly puede emplearse para la secrecion de polipeptidos y 
minianticueipos dim6ricos de alta avidez. La simplicidad de esta tecnologia puede ser 

20 extremadamente litil para la selecci6n de alto rendimiento de las librerias de 
anticuerpos. 
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REIVINDICACIONES 

1 . Una construcci6n de ADN que comprende: 

a) ™a primera secuencia de &cido nucleico que contiene la secuencia de 
nucleotidos que codifica para im producto de interns; 

^) segunda secuencia d e icido nucleico que contiene la secuencia de 
nucle6tidos que codifica para un dominio de dimerizaci6n; y 

^) ™a tercera secuencia de acido nucleico que contiene la secuencia de 
nucleotidos que codifica para la a-hemolisina (HlyA) de E, coli o para un 
fi-agmento de dicha proteina que comprende la seftal de reconocimiento del 
mecanismo de secreci6n del sistema transportador de Hly de E, coli, o una 
secuencia de nucle6tidos que codifica para un gen hom61ogo, o una 
secuencia de nucleotidos que codifica para una variante, natural o artificial, 
de HlyA o de \in fragmento de la misma que comprende la senal de 
reconocimiento del mecanismo de secrecion del sistema transportador d'&Hly 
deRcoli; 

en donde el extremo 3' de dicha primera secuencia de acido nucleico esti unido al 
extremo 5' de dicha segunda secuencia de acido nucleico y el extremo 3' de dicha 
segunda secuencia de dcido nucleico esti unido al extremo 5' de dicha tercera secuencia 
de acido nucleico. 

2. Construcci6n de ADN segiin la reivindicacion 1, en la que dicho producto de interes 
se selecciona entre enzimas, mhibidores enzimiticos, hormonas, moleculas implicadas 
en la adhesi6n y/o seflalizaci6n celular y compuesta por dominios, antigenos 
inmunog&iicos, agentes terap6uticos, y moleculas inmunoreguladoras. 

3. Construcci6n de ADN segiin la reivindicacion 2, en la que dicho producto de interes 
se selecciona entre antigenos especificos de tumor, antigenos de enfermedades auto- 
inmune, factores de crecimiento, citoquinas, interleuquinas, interferones y 
minianticueipos. 
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4. Construcci6n de ADN segtin la reivindicaci6n 1, en la que dicho dominio de 
dimerizaci6n comprende una helice peptidica o una estructura de doble arroUamiehto 
helicolidal (coiled coil). 

5 5. Construcci6n de ADN segun la reivindicacion 4, en la que dicho dominio de 
dimerizacion comprende la cremallera de leucina del factor de transcripcidn GCN4 de 
levadura. 

6. Construcci6n de ADN segiin la reivindicacion 1, en la que dicha tercera secuencia de 
10 dcido nucleico comprende la secuencia de nucleotidos que codifica para la a-hemolisina 
(HlyA) de E. coli o para un fragmento de dicha proteina que comprende la senal de 
reconocimiento del mecanismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E. coli, 
o una secuencia de nucle6tidos que codifica para un gen homologo, o una secuencia de 
nucleotidos que codifica para una variante, natural o artificial, de HlyA o de un 
15 fragmento de la misma que comprende la senal de reconocimiento del mecanismo de 
secreci6n del sistema transportador de Hly de E, colL 



7. Construccion de ADN segiin la reivindicacion 6, en la que dicha tercera secuencia de 
acido nucleico se selecciona entre: 
20 a) la secuencia de nucleotidos que codifica para la HlyA de E, coli\ 

b) una secuencia de acido nucleico que comprende la secuencia de 
nucleotidos que codifica para los 60 liltimos aminodcidos del extreme C- 
terminal de HlyA de E. coli; 

c) xma secuencia de acido nucleico constituida por una secuencia de 
25 nucleotidos que codifica para los 60 liltimos aminoacidos del extremo C- 

terminal de HlyA de E, coli; 

d) la secuencia de nucle6tidos identificada como SEQ ID NO: 1; y 

e) xma secuencia de nucleotidos que codifica para la secuencia de 
aminoacidos identificada como S£Q ID NO: 2. 
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8. Construccion de ADN segun la reivindicacion 1, que comprende, ademis, xma cuarta 
secuencia de acido nucleico que codifica para un peptide espaciador situada entre dichas 
segunda y tercera secuencias de icido nucleico, en donde el extremo S' de dicha cuarta 
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secuencia de icido nucleico esta unido al extremo 3* de dicha segunda secuencia de 
icido nucleico y el extremo 3' de dicha cuarta secuencia de dcido nucleico esta unido al 
extremo 5' de dicha tercera secuencia de ^ido nucleico. 

5 9. Construccion de ADN segiin la reivindicaci6n 8, en la que dicho peptido espaciador 
comprende repeticiones de restos de ammoacidos, preferentemente, repeticiones Gly- 
Gly-Gly-Ser. 

10. Construccion de ADN segun la reivindicacion 8, en el que dicho peptido espaciador 
10 es una regi6n bisagra de un anticuerpo. 

11. Construcci6n de ADN segtln la reivindicacion 1, que comprende, ademds, \ma 
Quinta secuencia de &cido nucleico que codifica para un peptido susceptible de ser 
utilizado con fines de aislamiento o purificacion. 

15 

12. Construccion de ADN segdn la reivindicaci6n 11, en la que dicho peptido 
susceptible de ser utilizado con fines de aislamiento o purificacion comprende una 
secuencia de polihisfidina 6 una secuencia peptidica reconocida por un antiqueipo 
monoclonal y que puede servir para purificar la proteina de fiision resultaiitp por 

20 cromatografia de inmunoafinidad. 

13. Construccion de ADN segun la reivindicacion 1 1, en la que dicha quinta secuencia 
de icido nucleico esta situada entre dichas primera y segunda secuencias de acido 
nucleico, en donde el extremo 5' de dicha quinta secuencia de acido nucleico estd unido 

25 al extremo 3' de dicha primera secuencia de dcido nucleico y el extremo 3' de dicha 
quinta secuencia de icido nucleico estd unido al extremo 5' de dicha segunda secuencia 
de acido nucleico* ■ 
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14. Construccion de ADN segun la reivindicacion 1, que comprende, ademas, una sexta 
secuencia de acido nucleico que codifica para un peptido susceptible de ser utilizado 
con fines de reconocimiento. 
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15. Construccion de ADN segiin la reivindicacion 14, en la que dicho peptide 
susceptible de ser utilizado con fines de reconocimiento comprende una secuencia 
peptidica reconocida por un anticuerpo monoclonal y que puede servir para reconocer la 
proteina de fusion resultante por cromatografia de inmunoafinidad. 

16. Construccion de ADN segiin la reivindicacion 15, en la que dicho peptido 
susceptible de ser utilizado con fines de reconocimiento comprende la secuencia del 
epltopo E. 

17. Construccion de ADN segun la reivindicaci6n 14, en la que dicha sexta secuencia de 
acido nucleico esta situada entre dichas primera y segunda secuencias de acido nucleico, 
en donde el extremo 5' de dicha sexta secuencia de icido nucleico estd xmido al extremo 
3* de dicha primera secuencia de 4cido nucleico y el extremo 3' de dicha sexta 
secuencia de acido nucleico esta unido al extremo 5' de dicha segunda secuencia de 
4cido nucleico. 

18. Construcci6n de ADN segun la reivindicaci6n 11 6 14, en la que dichas quinta y 
sexta secuencias de ^icido nucleico estin separadas entre si. 

19. 'Construcci6n de ADN segun la reivindicaci6n 11 6 14, en la que dichas quinta y 
sexta secuencias de acido nucleico estan unidas entre si. 

20. Construcci6n de ADN segiin lareivindicacidn 19, en la que dicha sexta secuencia de 
icido nucleico cst& situada entre dichas primera y quinta secuencias de ^cido nucleico, 
en donde el extremo 5' de dicha sexta secuencia de acido nucleico esta imido al extremo 
3' de dicha primera secuencia de icido nucleico y el extremo 3' de dicha sexta 
secuencia de icido nucleico estd imido al extremo 5' de dicha quinta secuencia de &cido 
nucleico. 

21. Construccion de ADN segiin la reivindicacidn 19, en la que dicha sexta secuencia de 
dcido nucleico esta situada entre dichas primera y quinta secuencias de acido nucleico, 
en donde el extremo 3* de dicha sexta secuencia de acido nucleico estd unido al extremo 
5' de dicha primera secuencia de dcido nucleico y el extremo 5' de dicha sexta 
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secuencia de icido nucleico est4 unido al extremo 3* de dicha quinta secuencia de acido 
nucleico. 

22. Construccion de ADN segdn la reivindicacion 1, que comprende, ademis, una 
5 septima secuencia de icido nucleico que comprende una secuencia de nucleotides que 

codifica para una secuencia de aminoAcidos susceptible de ser escindida 
especificamente por medics enzim&ticos o qulmicos. 

23. Construccion de ADN segun la reivindicacii&n 22, en la que dicha septima secuencia 
10 de 4cido nucleico comprende una secuencia de nucleotides que codifica para un sitio de 

recdnocimiento de una proteasa. 

24. Construcci6n de ADN segiin la reivindicacion 23, en la que dicha proteasa se 
selecciona entre una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C endoproteasa, Lys-C 

1 5 endoproteasa y Factor de coagulaci6n Xa, 

25. Construccidn de ADN segiin la reivindicacion 24, en la que dicha s6ptima secuencia 
de ^cido nucleico comprende una secuencia de nucle6tidos que codifica para un sifio 
susceptible de ser especificamente escindido por un reactivo quimico. 

20 

26. Construccidn de ADN segun la reivindicaci6n 25, en la que dicho reactivo quimico 
es bromuro de cianogeno. 

27. Construccidn de ADN segun la reivindicacion 22, en la que dicha septima secuencia 
25 de acido nucleico se encuentra a continuacion del extremo 3' de dicha primera 

secuencia de acido nucleico. 

28. Un cassette de expresidn que comprende una construccidn de ADN segun 
cualqmera de las reivindicaciones I a 27 operativamente unida a una secuencia de 

30 control de expresidn de la secuencia de nucledtidos que codifica para el producto de 
interes. 
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29, Cassette de expresi6n segiin la reivindicaci6n 28, en la que dicha secuencia de 
control de expresi6n de la secuencia de nucle6tidos que codifica para el producto de 
interns comprende una secuencia promotora, una secuencia codificante para reguladores 
transcripcionales, una secuencia de unidn a ribosomas (RBS) y/o una secuencia 

5 terminadora de transcripcion. 

30. Cassette de expresi6n segun la reivindicaci6n 28, que comprende, ademas, un 
marcador, 

10 31. Cassette de expresion segiin la reivindicacion 30, en el que dicho marcador 
comprende un gen de resistencia a antibi6ticos o un gen de resistencia a compuestos 
t6xicos. 

32. Cassette de expresi6n segiin la reivindicacidn 28, en el que dicha secuencia de 
15 control de expresidn es funcional en bacterias. 

33. Una bacteria Gram negativa que comprende una construcci6n de ADN segiin 
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 27 o un cassette de expresi6n seguri cualquiera de 
las reivindicaciones 28 a 32. 

20 

34. Bacteria segtin la reivindicacidn 33, seleccionada entre Escherichia coli. Salmonella 
tiphymurium, Pseudomonas aeruginosa y Pseudomonas putida, 

35. Un m6todo para producir im producto de interes, en fomia de una proteina de fusion 
25 dimerica, que comprende crecer una bacteria segiin la reivindicacidn 33 6 34 bajo 

condiciones que permiten la producci6n y excrecion al medio de cultivo de dicho 
producto de interes en forma de una proteina de fusion dimerica. 

36. Metodo segiin la reivindicaci6n 35, que comprende, ademas, el aislamiento y 
30 purificacion de dicha proteina de fusi6n dim6rica. 

37. M6todo segiin la reivindicacion 35 6 36, en el que dicho producto se selecciona 
entre enzimas, inhibidores enzimaticos, hormonas, mol6culas implicadas en la adhesion 
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y/o sefializacion celular y compuesta por dominios, antigenos inmunogenicos, agentes 
terap6uticos, y moleculas imnimoreguladoras. 

38. M6todo segiin la reivindicaci6n 37, en el que dicho producto de interes se selecciona 
entre antigenos especfficos de tumor, antigenos de enfemiedades auto-inmune, factores 
de crecimiento, citoquinas, interleuquinas, interferones y minianticuerpos. 

39. Una proteina de fusion dimerica obtenible por expresi6n de la secuencia de dcido 
nucleico contenida en una constnicci6n de ADN segun cualquiera de las 
reiyindicaciones 1 a 27. 

40. Proteina de fusi6n dimerica segun la reivindicaci6n 37, que comprende: 

(i) la secuencia de aminodcidos de la a-hemolisina (HlyA) de Escherichia 
coli o de un fragmento de dicha proteina que comprende la senal de 
reconocimiento del mecanismo de secreci6n del sistema transportador de 
h^olisina (Hly) de E, coli; 

(ii) una secuencia de aminodcidos correspondiente a un dominio: de 
dimerizacion; y 

(iii) la secuencia de amino&cidos de un producto de interes. i 

41. Proteina de fusi6n segun la reivindicacion 40, que comprende: 

(i) la secuencia completa de aminodcidos de HlyA de E. coli, o un 
fragmento de HlyA de E. coli que comprende la senal de reconocimiento 
del mecanismo de secrecion del sistema transportador de Hly de E, coli; 

(ii) xm dominio de dimerizacion, seleccionado entre una helice peptidico y 
una estructura de doble arroUamiento helicolidal (coiled coil); y 

(iii) xm - producto de interes seleccionado entre una enzima, un inhibidor 
enzimAtico, una hormbna, una molecula implicada en la adhesion y/o 
senalizaci6n celular y compuesta por dominios, un anti'geno 
inmimog6nico, un agente terapeutico, una molecula inmunoreguladora, y 
un minianticueipo. 
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42. Proteina de fusi6n segiin la reivindicaci6n 40 6 41, que comprende, ademds (a) un 
peptide espaciador entre el producto de interes y el dominio de dimerizaci6n; y/o (b) un 
p6ptido para facilitar el aislamiento o purificaci6n del p6ptido o prbteina de fusion; y/o 
(c) un peptido que pennita el reconocimiento del p6ptido o proteina de fusi6n; y/o (d) 
una secuencia de aminoacidos susceptible de ser escindida especificamente por medios 
enzimdticos o quimicos. 

43, Proteina de &si6n segun la reivindicacidn 42, que comprende, (a) un p6ptido que 
contiene repeticiones de Gly-Gly-Gly-Ser o la region bisagra de un anticuerpo; y/o (b) 
una secuencia de polihistidina o una secuencia peptidica reconocida por un anticuerpo 
monoclonal y que puede servir para purificar la proteina de fusion resultante por 
cromatografia de inmunoafinidad; y/o (c) una secuencia peptidica reconocida por un 
anticuerpo monoclonal y que puede servir para reconocer la proteina de fusion 
resultante por cromatografia de inmunoafinidad; y/o (d) una de aminodcidos que 
constituye un sitio de reconocimiento de una enteroquinasa, Arg-C endoproteasa, Glu-C 
endoproteasa, Lys-C endoproteasa o Factor de coagulaci6n Xa o una secuencia de 
aminoicidos susceptible de ser especificamente escindida por im reactivo quimico. 
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Mapa de pZBHlyA 

Con 16 enzimas: ECORI PSTI SALl HINDIII BAMHI NOTI SACI 
SACII SPHI KPNI XBAI NHEI NDEI 



AGCGGATAACAATTTCACACAGGAAACAGCT (secuencia anterior a ATG) 

AccI 
EcoRI Sail I 

ATGACCATGAtTACGAATTTAGATCTGAATTCGGTGtcgacgTCCGGCGGTCCGAAGCCT 
1 + ^ ^ ^ ^ ^ 

TACTGGTACTaATGCTTAAATCTAGACTTAAGCCACagctgcAGGCCGCCAGGCTTCGGA 
MTMITNLDLNSVSTSGGPKP 



Smal Saci 



|=> Ig hinge 



I I 

TCCACTCCGCCCGGGTCTTCCCGTATGAAACAGCTGGAAGACAAAGTAGAGGAGCTCCTT 
61 + + ^ ^ ^ 

AGGTGAGGCGGGCCCy^GAAGGGCATACTTTGTCGACCTTCTGTTTCATCTCCTCGAGGAA 

ST PPGSSRMKQLEDKVEBLL 

|a> Leu-zipper GCN4 

Xbal Hindlll 
I I 

AGCAAGAACTACCATCTAGAAAACGAGGTAGCTCGTCTGAA/^GCTTGTTGGTGAACGT 
121 + + ^ ^ 

TCGTTCTTGATGGTAGATCTTTTGCrCCATCGAGCAGACTTTTTCGAACA^ 



SKNYHLENEVARLKK 



L V . G E R 



AccI 

Sail) sraal BainHI 

GGTGGTCACCATCACCATCACCATgcgTCGACGCCCGGGGGTGCGCCGGTGCCGTATCCG 
181 ^ ^ ^ ^ ^ ^ 240 

CCACCAGTGGTAGTGGTAGTGGTAcgcAGCTGCGGGCCCCCACGCGGCCACGGCATAGGC 

G GHHHHHHASTPGGAPVPyp 
|-> Sxhis tag | „> E-tag 



GATCGGCTGGAACCGGCCGGGGAAAATTCTCTTGCTAAAAATGTATTATCCGGTGGAAAA 
CTAGGCGACCTTGGCCGGCCCCTTTTAAGAGAACGATTTTTACATAATAGGCCACCTTTT 



DPIiEPAGENSLAKNVLSGGK 

|=> C-hlyA 



Fig. 6 (cont.) 
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GGTAATGACAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCAGACCTGCTTGATGGCGGAGAAGGGAAT 

301 + + + + +-- 360 

CCATTACTGTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAAGTACCGCCTCTTGCCTTA 

GNDKLYGSEGADLLDGGEGN 

GATCTTCTGAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCAGGATATGGCCAT 

361 + + + + + 420 

CTAGAAGACTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGTCCTATACC6GTA 

DLL -KGGYGNDIYRYLSGYGH 

CATATTATTGACGATGAAGGGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCTGATATAGATTTC 

421 — + + + — + + + 480 

GTATAATAACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATCGACTATATCTAAAG 

HIIDDEGGKDDKLSLADIDF 



CGGGACGTTGCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCTCATTATGTATAAAGCTGAAGGTAAT 

481 + + + + + + 540 

GCCCTGCAACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTTCGACTTCCATTA 

RDVAFKREGN DLIMYKAEGN 

GTTCTTTCTATTGGCCACyUU^AATGGTATTACT^TTTAAAAACTGGTTTGA^^ 

541 + + + + + + 600 

CSUlGAAAGATAACCGGTGTTTTTACCyVTAATGTAAATTTTTGACCAAACTTTTTCTC^ 

VLSIGHKNGITFKNWFEKES 



GATGATCTCTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGCAGGGTAATCACA 

+ + + + + + 

CTACTAGAGAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCGTCCCATTAGTGT 

DDLSNHQIEQIFDKDGRVIT 



CCAGATTCTCTTAAAAAAGCyiTTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAGGTAAGTTATGTG 

661 + + + — + + — + 720 

GGTCTAAGAGAATTTTTTCGTAAACTTATAGTCGTCTCATTATTGTTCCATTCAATACAC 

PDSLKKAFEYQQSNNKVSYV 

TATGGACATGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCATTAATTAATGAA 

721 — - + - + + + ^ ^ 

ATACCTGTACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGTAATTAATTACTT 



Y G H 



DASTYG SQDNLNPLIN E 



Fig. 6 (cont.) 
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PstI 

I 

ATCAGCAAAATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAGGAAAGATCTGCCGCT 
781 — + + ^ ^ ^ ^ 

TAGTCGTTTTAGTAAAGTCGACGTCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTTTCTAGACGGCGA 
^ ISKIISAAGNF DVKBERSAA 

Ndel 

TCTTTATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGGAACTCAATAACT 

— .H.- — + + ^ 300 

AGAAATAACGTO^CAGGCCATTACGGTCTVCTAAAAAGTATACCTGCCTTGAGTTATTGA 
a SLLQLS GNASDFSYGRNSIT 



TTGACAGCATCAGCATAA 
901 + 

AACTGTCGTAGTCGTATT 
a LTASA*- 
Enzimas que cor tan: 

AccI BamHI EcoRI Hindlll Ndel PstI SacI Sail 

Smal Xbal 

Enzimsa que no.cortan: 

Kpnl Ncol Nhel NotI SacII SphI 



P±g. 6 
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Mapa de pZEHLYA2SD 

Con 11 enzimas: ECORI BGLII BAMHI NCOI NHEI SFII SALI XMAI XBAI EAGI SALI 
HINDI I I 

Bglll EcoRI 
I I 

ATGAATACGAATTTAGATCTGAATTCGGGCCCTTCGAAAATTAATACGACTCACTATAGG 

' 1 + + + + + + 60 

TACTTATGCTTAAATCTAGACTTAAGCCCGGGAAGCTTTTAATTATGCTGAGTGATATCC 

Xbal NcoI 

I 1 

GAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATATC 

61 + + + + + + 120 

CTCTGGTGTTGCCAAAGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCTCTATATAG 

Nhel Sfil Sail 

I I I 

CATGGCTAGCACGGCCTCGGGGGCCGCGTCGACGTCCGGCGGTCCGAAGCCTTCCACTCC 

121 + + + + + -+ 180 

GTACCGATCGTGCCGGAGCCCCCGGCGCAGCTGCAGGCCGCCAGGCTTCGGAAGGTGAGG 

MASTASGAASTSGGPKPSTP- 

|«> Ig hinge 

Xmal 

GCCCGGGTCTTCCCGTATGAAACAGCTGGAAGACAAAGTAGAGGAGCTCCTTAGCAAGAA 

181 + + + + + + 240 

CGGGCCCAGAAGGGCATACTTTGTCGACCTTCTGTTTCATCTCCTCGAGGAATCGTTCTT 

PGSSRMKQIiEDKVE ELIiSKN- 
|=> Leu- zipper GCN4 

Xbal Hindi I I 

I I 
CTACCATCTAGAAAACGAGGTAGCTCGTCTGAAAAAGCTTGTTGGTGAACGTGGTGGTCA 

241 + + ---- + + + + 300 

GATGGTAGATCTTTTGCTCCATCGAGCAGACTTTTTCGAACAACCACTTGCACCACCAGT 

YHLENEVARLKKLVGERGGH - 

1 = 

Sail Xmal BaraHI 

I I I 

CCATCACCATCACCATGCGTCGACGCCCGGGGGTGCGCCGGTGCCGTATCCGGATCCGCT 

301 + + - + - + + + 360 

GGTAGTGGTAGTGGTACGCAGCTGCGGGCCCCCACGCGGCCACGGCATAGGCCTAGGC6A 



Pig. 7 (cont.) 
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HHHHHASTPGGAPVPYPDPL- 
6xh±B tag |=> E-tag 

EagI 

I 

^ GQAACCGGCCGGGGAAAATTCTCTTQCTAAAAATGTATTATCCGGTCGAAAAGGTAATGA 
CXrTTGGCCGGCCCCTTTTAAGAGAACGATTTTTACATAATAGGCCACCri^ 

EPAGENSLAKNVLSGGKGND- 

|=> C-hlyA 

CAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCy^GACCTGCTTGATGGCGGAGAAGGGAATGATCTTCT 
421 + + ^ ^ ^ 

GTTCAACATGCCGTawrTCCCTCGTCTGGACOAACTACCGCCTCTTCCCTTACTAGAAGA 

KLYGSEGADLLDGGEGNDLL- 

GAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCAGGATATGGCCATCATATTAT 

- — + + - + + + + 540 

-CTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGTCCTATACCGGTAGTATAATA 
KGGYGNDIYRYIiSGYGH HII - 



TGACGATGAAGGGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCTGATATAGATTTCCGGGACGT 
541 + ^ ^ ^ 

ACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATOSACTATATCT 

D D E G GKDDKLSLADIDPRDV- 

TOCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCTCArrATGTATAAAGCTGAAGGTAATGTTCTTTC 
601 + ^ ^ -|.--^. ^ 

^ ACGGUU^TTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTTCGACTTCCATT^ 

A PKREGNDLIMYKAEGNVLS - 



661 



TATTGGCCACAAAAATGGTATTACATTTAAAAACTGGTTTGAAAAAGAGTCAGA' 



.^. + 



.TGATCT 

- + + ^ 



721 



ATAACCGGTGTTTITACCATAATGTAAATTTTTGACCAAACTTTTTCTC^^ 

IGHKNGITFKNWFEK.ESDDL- 
CTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGCAGGGTAATCACACCAGATTC 



- + + ^_ 



. + + ^ 



GAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCGTCCCATTAGTGTGGTCTAAG 

SNHQIEQIFDKDGRVI T P D S - 
TCTTAAAAAAGCATTTGAATATCyiGCAGAGTAATAACAAGGTAAGTTATGTO^ 

/Hi ~ ~ — — — - — —+— — — — — — — — _x , 

T + — - -^.i- — 840 

AGAATTTTTTCGTAAACTTATAGTCGTCTCATTATTGTTCCATTCAATACACATACCTCT 
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LKKAFEYQQSNNKVSYVYGH- 

TGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCATTAATTAATGAAATCAGCAA 

941 + + + + + ---+ 900 

ACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGTAATTAATTACTTTAGTCGTT 

DASTYGSQDNLNPLIN.BISK- 

Bglll 
I 

AATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAGGAAAGATCTGCCGCTTCTTTATT 

901 + + + + + + 960 

TTAGTAAAGTCGACGTCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTTTCTAGACGGCGAAGAAATAA 

IISAAGNFDVKEERSAASLL- 

GCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGGAACTCAATAACTTTGACAGC 

961 + --: + + + + 1020 

CGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCCTTGAGTTATTGAAACTGTCG 

QLSGNASDFSYGRNSITLTA- 

ATCAGCATAATATATTAATTTAAATGATAGCAATCTTACTGGGCTGTGCCACATAAGATT 
1021 + -+ + + + + 1080 

tagtcgtattatataattaaatttactatcg7:tagaatgacccgacacggtgtattctaa 

S A * - 

gctatttttttggagtcataatggattcttgtcataaaattgattatgggttatacgccc 

1081^ + + + + + + 1140 

cgataaaaaaacctcagtattacctaagaacagtattttaactaatacccaatatgcggg 



TGGAGATTTTAGCCCAATACCATAACGTCTCTGTTAACCCX3GAAGAAATTAAACATAGAT 

1141 + --- + + + 1200 

ACCTCTAAAATCGGGTTATGGTATTGCAGAGACAATTGGGCCTTCTTTAATTTGTATCTA 

TTGACACAGACGG6ACTGGTCTGGGATTAACGTCATGGTTGCTTGCTGCGAAATCTTTAG 

1201 + + + + + + 1260 

AACTGTGTCTGCCCTGACCAGACCCTAATTGCAGTACCy^CGAACGACGCrTtAGAAATC 

AACTAAAGGTAAAACAGGTAAAAAAAACAATTGACCGATTAAACTTTATTTCTCTGCCCG 
1261 . .--- + + + + ---. +. + 1320 



CATTAGTCTGGAGAGAGGATGGACGTCATTTTATTCTGACTAAAGTCAGTAAAGAAGCAA 

1321 -- + - + + + - + 1380 

GTAATCAGACCTCTCTCCTACCTGCAGTAAAATAAGACTGATTTCAGTCATTTCTTCGTT 



Fig. 7 (cont.) 
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ACAGATATCTTATTTCTGATCTGGAGCAGCGAAATCCCCGTGTTCTCGAACAGTCTGAGT 

+ + - --- + + + 1440 

TGTCTATAGAATAAAGACTAGACCTCGTCGCTTTAGGGGCACAAGAGCTTGTCAGACTCA 

TTGAGGCXSTTATATCAGGGGCATATTATTCTTATCGCTTCCCGTTCTTCTGTTGCCGGGA 

1441 + + + ^ ^gQQ 

AACTCCGCAATATAGTCCCCGTATAATAAGAATAGCGAAGGGCAAGAAGACAACGGCCCT 



AACTGGCGAAATTTGACTTTACCTGGTTTATTCCTGCCATTATAAAATACAGGAGAATAT 
^ ^ ^ ^ ^ ^ 

TTGACCGCTTTAAACTGAAATGGACCAAATAAGGACGGTAATATTTTATGTCCTCTTATA 



TTATTGAAACCCTTGTTGTGTCTGTTTTTTTACAATTATTTGCy^TTAATAACCCCCCTTT 
^ ^ ^ ^ 

AATAACTTTGGGAACAACACAGACAAAAAAATGTTAATAAACJGTAATTATTGGGGGGAAA 



TTTTTCAGGTGGTTATGGACAAAGTATTAGTGCACAGGGGATTTTCAACTCTTAATGTTA 
^ ^ _^ ^ ^ ^ 

AAAAAGTCCACCAATACCTGTTTCATAATCACGTGTCCCCTAAAAGTTGAGAATTACAAT 



TTACTGTCGCATTATCTGTTGTGGTGGTGTTTGAGATTATACTCAGCGGTTTAAGAACTT 
^ ^ ^ ^ ^ 

AATGACAGCGTAATAGACAACACCACCACAAACTCTAATATGAGTCGCCAAATTCTTGAA 



_ ACATTTTTGCACATAGTACAAGTCGGATTGATGTTGAGTTGGGTGCCAAACTCTTCCGGC 

1741 ^ ^ ^ 3^30^ 

TGTAAAAACGTGTATCy^TGTTCAGCCTAACTAOWVCTCAACCCACGGTTTGAGAAGGCCG "S- 



ATTTACTGGCGCTACCGATCTCTTATTTTGAGAGTCGTCGTGTTGGTGATACTGTTGCCA 
1 „^ ^ ^ ^ 

TAAATGACCGCGATGGCTAGAGAATAAAACTCTCAGCAGCACAACCACTATGACAACGGT 



GGGTAAGAGAATTAGACCAGATCCGTAATTTTCTGACAGGACAGGCATTAACATCTGTTC 
CCCATTCTCTTAATCTGGTCTAGGCATTAAAAGACTGTCCTGTCCGTAATTGTAGACAAG 



Hindlll 

TGGACTTATTATTTTCATTCATATTTTTTGCGGTAATGTGGTATTAO^GTCCAAAGCTT 
ACCTGAATAATAAAAGTAAGTATAAAAAACGCCATTACACCATAATGTCAGGTTTCGAA 
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Enzimas que cortan: 

BamHI Bglll EagI BcoRI Hindlll Ncol Nhel Sail 

Sfil Xbal Xmal 



Enzimas que no cortan: 
Ninguno 



Fig. 7 
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Mapa de pVamyHLYA 

m 8 enzimas: NCOI PSTI SALI HINDIII SFII BAMHI NOTI ECORI PSTI 



ACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGA 

TGATATCCCTCTGGTGTTGCCAAAGGGAGATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCT 

NcoI 
I 

GATATATCCATGGCTCA6GTGCAGCTGGTGGAGTCTTGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGG 
CTATATAGGTACCGAGTCCACGTCGACCACCTCAGAACCCCTCCGAGCCACGTCCGACCC 



MAQVQLVESWGGSVQAG 
|=> VHH amilasa 



GGGTCTCTGAGACTCTCCTGCACAGCCCCTGGATTCACCTCCAATAGCTGCCGCATGGAC 
121 + ^ ^ ^ ^ ^ ^3^j 

CCCAGAGACTCTGAGAGGACGTGTGGGGGACCTAAGTGGAGGTTATCGACGGCGTACCTG 

GSLR LSCTAPGPTS NSCRMD - 

Pstl 

I 

TGGTACCGCCAGGCTGCAGGGAAGCAGCGCGAGTGGGTCTCATCTATTAGTACTGATGGT 

181 + „ + ^ . . 

^ 1- + + + ^ 240 

ACCAAGGCGGTCCGACGTCCCTTCGTCGCGCTCACCCAGAGTAGATAATCATGACTACCA 

WY R QAAG K QREWVSSISTDG 

CGCACAAGCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCy^CCATCTCCAAAGACA^ 
241 + + ^ ^ ^ ^ 

GCGTGTTCGATACGTCTGAGGCACTTCCCGGCTAAGTGGTAGAGGTTTCTGTTTCGQTTC 

RTSYADSVKGRFTISKDKAK 

GACACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGAAACCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGT 
301 L . 

■^"•^ + + + + + + 

CTGTGCCACATAGACGTTTACTTGTCGGACTTTGGACTCCTGTGCCGGTAGATAATGACA 



D TVY LQMNSLKPEDTAI YYC 
GCCGTGAGGACGAATGGGTATCGTCCGCAATCTCACGAATTTCGCTACTGGGGCCCGGGG 
CGGCACTCCTGCTTACCCATAGCAGGCGTTAGAGTGCTTAAAGCGATGACCCCGGGCCCC 
AVRTNG YRPQSHEFRYWGPG 



Fig, 8 (cont.) 
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Sfil Sail 
I 1 

ACCCAGGTCACCGTCTCCTCAACGGCCTCGGGGGCCGCGTCGACGCCCGGGGGTGCGCCG 

421 - - + + + + - + + 

TGGGTCCAGTGGCAGAGGAGTTGCCGGAGCCCCCGGCGC7VGCTGCGGGCCCCCACGCGGC 

TQVTVSSTASGAASTPG GAP 

|=> B-tag 

BamHI 

GTGCCGTATCCGGATCCGCTGGAACCGGCCGGGgAAAATtCTCTTGCTAAAAATGTATTA 

481 +- + + + + 540 

CACGGCATAGGCCTAGGCGACCTTGGCCGGCCCcTTTTAaGAGAACGATTTTTACATAAT 

VPYPDPLEPAGENSLAKNVL 

|«> C-hlyA 

TCCGGTGGAAAAGGTAATGACAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCAGACCTGCTTGATGGC 

541 + + + + + + 600 

AGGCaVCCTTTTCCATTACTGTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAACTACCG 

SGGKGNDKLYGSEGADLLDG 

GGAGAAGGGAATGATCTTCTGAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCrrTTCA 

601 + + --- + -- + + + 

CCTCTTCCCTTACTAGAAGACTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGT 

GEGNDLLKGGYGNDI YRYLS 

GGATATGGCCATCATATTATTGACGATGAAGGGGGGAAAGACGATAAACTCAGTTTAGCT 

eSl — + + + + + + 720 

CCTATACCGGTAGTATAATAACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATCGA 

GYGHHIIDDEGGKDDKLSLA 

GATATAGATTTCCGG6ACGTTGCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCTCATTATGTATAAA 

721 + + +" + + 

CTATATCTAAAGGCCCTGCAACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTT 

DIDFRDVAPKREGNDLIMYK 

GCTGAAGGTAATGTTCTTTCTATTGGCCACAAAAATGGTATTACATTTAAAAACTGGTTT 

781 + + + + + -+ 840 

CGACTTCCATTACAAGAAAGATAACCGGTGTTTTTACCATAATGTAAATTTTTGACCAAA 



A E 



GNVLSIGHKNGITF KNWF 



G/lW^AAGAGTCy^GATGATCTCTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGC 

841 + -~- + + + + 

CTTTTTCTCAGTCrACTAGAGAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCG 

EKESDDLS NHQIEQIFDKDG - 

AGGGTAATCACACCAGATTCTCTTAAAAAAGCATTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAG 

901 + + - + + - 

TCCCATTAGTGTGGTCTAAGAGAATTTTTTCGTAAACTTATAGTCGTCTCATTATTGTTC 

Fig. 8 (cont.) 
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RVITPDSLKKAFEYQQSNNK 

GTAAGTTATGTGTATGGACATGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCA 
I + ^ ^ ^ ^ 

CATTCAATACACATACCTGTACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGT 
VSYVYGHDASTYGSQDNLNP 

PstI 

TTAATTAATGAAATCAGCAAAATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAG 

+ ^ ^ ^ ^ ^ 

AATTAATTACTTTAGTCGTTTTAGTAAAGTCGACGTCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTT 

LINEISKIISAAGNF DVKEB 

AGATCTGCCGCTTCTTTATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGG 
+ ^ ^ ^ ^ ^ 

TCTAGACGGCGAAGAAATAACGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCC 

RSAASLLQLSGNASDFSYGR 

AACTCAATAACTTTGACAGCATCAGCaiTAATATATTAATTTT^TGATAGCAATCTTACT 
+ ^ ^ ^ ^ ^ 

TTGAGTTATTGAAACTGTCGTAGTCGTATTATATAATTAAATTTACTATCGTTAGAATGA 
NSITIjT ASA*- 

GGGCTGTGCCACATAAGATTGCTATTTTTTTGGAGTO^TAATGGATTCTTGTCyiTAAAAT 
+ ^ ^ ^ ^ ^ . 

CCCGAGAOSGTGTATTCTAACGATAAAAAAACCTC^GTATTACCTAAGAACAGTATTTTA 



tgattatgggttatacgccctggagattttagcccaataccataacgtctctgtt;^ 

51 + ^ ^ ^ 

actaatacccaatatqcgggacctctaaaatcgggttatggtattgcagaqacaattggg 



ggaagaaattaaacatagatttgacacagacgggactggtctgggattaacgtcatggtt 
ccttctttaatttgtatctaaactgtgtctgccctgaccagaccctaattgcagtaccaa 



gcttgctgcgaaatctttagaactaaaggtaaaacaggtaaaaaaaacaattgaccgatt 

CGAACGACGCTTTAGAAATCTTGATTTCCATTTTGTCCATTTTTTTTGTTAACTGGCTAA 



AAACTTTATTTCTCTGCCCGCyVTTAGTCTGGAGAGAGGATGGACGTCATTTTATTCTG^ 
4. ^ ^ ^ ^ ^ 

TTTGAAATAAAGAGACGGGCGTAATCAGACCTCTCTCCTACCTGCAGTAAAATAAGACTG 



Fig. 8 (cont.) 
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TAAAGTCAGTAAAGAAGCAAACAGATATCTTATTTCTGATCTGGAGCAGCGAAATCCCCG 

1501 + - + + + + + 1560 

ATTTCAGTCATTTCTTCGTTTGTCTATAGAATAAAQACTAGACCTCGTCGCTTTAGGGGC 

TGTTCTCGAACAGTCTGAGTTTGAGGCGTTATATCAGGGGCATATTATTCTTATCGCTTC 

1561 + + + + + + 1620 

ACAAGAGCTTGTCAGACTCAAACTCCGCAATATAGTCCCCGTATAATAAGAATAGCGAAG 



CCGTTCTTCTGTTGCCGGGAAACTGGCGAAATTTGACTTTACCTGGTTTATTCCTGCCA 

. + + + + + + 

GGCAAGAAGACAACGGCCCTTTGACCGCTTTAAACTGAAATGGACCAAATAAGGACGGTA 



TATAAAATACAGGAGAATATTTATTGAAACCCTTGTTGTGTCTGTTTTTTTACAATTATT 

1681 + + + + + + 1740 

ATATTTTATGTCCTCTTATAAATAACTTTGGGAACAACACAGACAAAAAAATGTTAATAA 

TGCATTAATAACCCCCCTTTTTTTTCAGGTGGTTATGGACAAAGTATTAGTGCACAGGGG 

1741 + -.- + + + + + 1800 

ACGTAATTATTGGGGGGAAAAAAAAGTCCACCTIATACCTGTTTCATAATCACGTGTCCCC 

ATTTTCy^CTCTTAATGTTATTACTGTCGCATTATCTGTTGTGGTGGTGTTTGAGATTAT 

1801 + + + + + I860 

TAAAAGTTGAGAATTACaVATAATGACAGCGTAATAGACAACACCACCACAAACTCTAATA 

ACTCAGCGGTTTAAGAACTTACATTTTTGCACATAGTACAAGTCGGATTGATGTTGAGTT 

1861 + + + + + + 1920 

TGAGTCGCCAAATTCTTGAATGTAAAAACGTGTATCATGTTCAGCCTAACTACAACTCAA 

GGGTGCCAAACTCTTCCGGCATTTACTGGCGCTACCGATCTCTTATTTTGAGAGTCGTCG 

1921 + t + + 1980 

CCCACGGTTTGAGAAGGCCGTAAATGACCGCGATGGCTAGAGAATAAAACTCTCAGCAGC 



TGTTGGTGATACTGTTGCCAGGGTAAGAGAATTAGACCAGATCCGTAATTTTCTGACAGG 

+ + + + + + 

ACT^CO^CTATGACAACGGTCCCATTCTCTTAATCTGGTCTAGGCATTAAAAGACTGTCC 



ACAGGCATTAACATCTGTTCTGGACTTATTATTTTCATTCATATTTTTTGCGGTAATGTG 

2041 + --- + + + ---+ + 2100 

TGTCCGTAATTQTAGACy\AGACCTGAATAATAAAAGTAAGTATAAAAAACGCCATTA^ 

Fig- 8 (cont.) 
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Hindlll 
I 

GTATTACAGTCCAAAGCTTACTCTGGTGATCTTATTTTCGCTGCCTTGTTATGCTGCATG 
+ _ + ^ ^ ^ 

CATAATGTCAGGTTTCGAATGAGACCACTAGAATAAAAGCGACGGAACAATACGACGTAC 



GTCTGTTTTTATTAGCCCCATTTTGCGACGTCGCCTTGATGATAAGTTTTCACGGAATGC 
+ ^ ^ ^ ^ ^ 

CAGACAAAAATAATCGGGGTAAAACGCTGCAGCGGAACTACTATTCAAAAGTGCCTTACG 



GGATAATCAATCTTTCCTGGTGGAATCAGTCACGGCGATTAACACTATAAAAGCTATGGC 
-+ + + + + 

CCTATTAGTTAGAAAGGACCACCTTAGTCAGTGCCGCTAATTGTGATATTTTCGATACCG 



PstI 

AGTCTCACCTCAGATGACGAACATATGGGACyU^CSATTGGCAGGATATGTTGC^ 

+ ^_ ^ ^ ^ 

TCAGAGTGGAGTCTACTGCTTGTATACCCTGTTTGTTAACCGTCCTATACAACGACGTCC 



CTTCAAAGTGACAGTATTAGCAAGCATTGGTO^ACT^GGAATAC:^^ 

+ --- + + + + 

GAAGTTTCACTGTCATAATCGTTGGTAACCAGTTGTTCCTTATGTCA^ 



TGTTATGATCATCAACCTGTGGTTGGGAGCACACCTGGTTATTTCCGGGGATT' 



2401 + 



TAAGTAT 



^ — + "- — — + - — ^. — ^ 2460 

ACAATACTAGTAGTTGKSAOiCCAACCCTCGTGTGGACCSU^TAAAGGCCCCTAAATTCATA .f 

TGGTOVGTTAATTGCTTTTAATATGCTTGCTGGTCAGATTOTTGCACCGGTTATTC " 

2461 + 4. . 

^ ^ — ^ + ^ 2520 

ACCAGTCa^TTAAOMVAAATTATACraAACGACCAGTCTAACAACXSTGGCaUVTAAG 

o . o , ^'^^^^■^CTGGCAGGATTTCCAGCAGGTTGGTATATCAGTTACCCGCCTTGGTGATGT 

2521 + ^ ^ ^ 

ACGTGTTTAGACCGTCCTAAAGGTCXSTCCAACCATATAGTCa^ATaGGCGQAACCACTAC^ ^ ° 

GCTTAACTCTCCAACTQAAAGTTATCATGGGAAACTGGCATTACCGGAAATTAATGGTGA 

2581 — « ^ ^ 

CGAATTGAGAGGTTGACTTTCAATAGTACCCTTTGACCGTAATGGCCTTTAATTACCACT 

TATCACTTTTCGTAATATCCGGTTTCGCTATAAGCCTGACTCTCCGGTTATTTTAGATAA 

2641 + . . 

^ H 1 ^ J. 2700 

ATAGTGAAAAGCATTATAGGCCAAAGCGATATTCGGACTGAGAGGCCAATAAAATCTATT 

TATCyUVTCTCaVGTATTAAGCAGGGGGAGGTTATTGGTATTCTCGGACGTTCTGQTTCAGG 
2701 + J. . 

~ — ~ ~ ~ — + ~ ~ — — — - —+ 2760 
ATAGTTAGAGTCATAATTCGTCCCCCTCCAATAACCaTAACAGCCTGCAAGACCAAGTCC 

Fig. 8 (cont.) 
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AAAAAGCACATTAACTAAATTAATTCAACGTT 

2761 + --. + + 2792 

TTTTTCGTGTAATTGATTTAATTAAGTTGCT^ 

Enzimas que cortan: 

BaniHI Hindi 1 1 Ncol PstI 

Enzimas que no cortan: 

EcoRI Not I 



Sail Sfil 



Fig. 8 
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Mapa de pVamyZHLYA 

Con 11 enzimas: ECORI SPHI PSTI NCOI NHEI NDEI BAMHI HINDIII 
SALI SFII NOTI 



ACTATAGGGAGACCACAACGGTTTCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGA 
1 + + ^ ^ ^ ^ 

TGATATCCCTCTGGTGTTGCCAAAGGGAQATCTTTATTAAAACAAATTGAAATTCTTCCT 



NcoI 

1 

GATATATCCATGGCTCAGGTGCAGCTGGTGGAGTCTTGGGGAGGCTCGGTGCAGGCTGGG 
61 + + ^ ^ ^20 

CTATATAGGTACCGAGTCCACGTCGACCACCTCAGAACCCCTCCGAGCCACGTCCGACCC 

MAQVQLVESWGG SVQAG 
l«> VHH amilasa 



GGGTCTCTGAGACTCTCCTGCACAGCCCCTGGATTCACCTCCAATAGCTGCCGCATGGAC 
121 + + + . + + 

CCCAGAGACTCTGAGAGGACGTGTCGGGGACCTAAGTGGAGGTTATCGACGGCGTACCTG 
QSliRLSCTAP.GFTSNSCRMD 

PstI 

I 

TGGTACCGCCAGGCTGCAGGGAAGCAGCGCGAGTGGGTCTCATCTATTAGTACTGATGGT 
181 + + + + ^ ^ 240 

ACeAAGGCGGTCCGACGTCCCTTCGTCGCGCTCACCCAGAGTAGATAATCATGACTACCA 
WYRQAAG-KQRBWVSS I STDG 



CGCACAAGCTATGCAGACTCCGTGAAGGGCCGATTCACCATCTCCAAAGACAAAGCCAAG 
+ ^ ^ ^ ^ ^ 

GCGTGTTCGATACGTCTGAGGCACTTCCCGGCTAAGTGGTAGAGGTTTCTGTTTCGGTTC 
RTSYADSVKGRFTISKDKAK 



GAGACGGTGTATCTGCAAATGAACAGCCTGA?^CCTGAGGACACGGCCATCTATTACTGT 
^ ^ ^ ^ ^ ^ 

CTGTGCCACATAGACGTTTACTTGTCGGACTTTGGACTCCTGTGCCGGTAGATAATGACA 
D TVYLQM NSLKPEDTAIYYC 



GCCGTOAGGACGAATGGGTATCGTCCGCAATCTCACGAATTTCGCTACTGGGGCCCGGGG 
361 - + + + ^ ^ ^ 420 

CGGCACTCCTGCTTACCCATAGCAGGCGTTAGAGTGCTTAAAGCGATGACCCCGGGCCCC 



Fig. 9 (cont.) 
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•AVRT NGYRPQSHEFRYWGPG 



Sfil Sail 
I I 

ACCCAGGTCACCGTCTCCTCAACGGCCTCGGGGGCCGCGTCGACGTCCGGCGGTCCGAAG 

421 + + + + + + 480 

TGGGTCCAGTGGCAGAGGAGTTGCCGGAGCCCCCGGCGCAGCTGCAGGCCGCCAGGCTTC 

TQVT VSSTASGAASTSGGPK 

I =s> Ig hinge 

CCTTCCACTCCGCCCGGGTCTTCCCGTATGAAAOlGCTGGAAGACAAAGTAGAgGAGCTC 

481 + + + + + + 540 

GGAAGGTGAGGCGGGCCCAGAAGGGCATACTTTGTCGACCTTCTGTTTCATCTTCTCGAG 

PSTPPGSSRMKQLBDKVEEL 

|s> Leucine Zipper GCN4 



Hindi I I 
I 

CTTAGCAAGAACTACCATCTAGAAAACGAGGTAGCTCGTCTGAAAAAGCTTGTTGGTGAA 

541 + + + + + + 600 

GAATCGTTCTTGATGGTAGATCTTTTGCTCCATCGAGCAGACTTTTTCGAACAACCACTT 

LSKNYH LENEVARLKKLVGE - 



Sail 
I 

CGTGGTGGTCACCATCACCATCACCATGCGTCGACGCCCGGGGGTGCGCCGGTGCCGTAT 
601 + + + + + + 660 

GCACCACCAGTGGTAGTGGTAGTGGTACGCAGCTGCGGGCCCCCACGCGGCCACGGCATA 

RGGHHHHHHASTPGGAPVPY 
|=> 6xhis tag |=> E-tag 

BamHI 
I 

CCGGATCCGCTGGAACCGGCCGGGgAAAATtCTCTTGCTAAAAATGTATTATCCGGTGGA 

661 + + + + + + 720 

GGCCTAGGCGACCTTGGCCGGCCCcTTTTAaGAGAACGATTTTTACATAATAGGCCACCT 

PDPLEPAGENSLAK.NVLSGG 

|=> C-hlyA 

AAAGGTAATGACAAGTTGTACGGCAGTGAGGGAGCAGACCTGCTTGATGGCGGAGAAGGG 
721 + + + + + + 

TTTCCATTACTGTTCAACATGCCGTCACTCCCTCGTCTGGACGAACTACCGCCTCTTCCC 
KGNDKLYGSEGADLLDGGEG 



Fig . 9 (cont • ) 
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AATGATCTTCTGAAAGGTGGATATGGTAATGATATTTATCGTTATCTTTCAGGATATGGC 
TTACTAGAAGACTTTCCACCTATACCATTACTATAAATAGCAATAGAAAGTCCTATACCG 
NDLLKGGYGNDIYRYLSGYG 



aVtCATATTATTGACGATGAAGGGGGGAT^GACGATAAACTCAGTTTAGCTGATATAGAT 
841 + + + ^ ^ ^ 

GTAGTATAATAACTGCTACTTCCCCCCTTTCTGCTATTTGAGTCAAATCGACTATATCTA 
HHIIDDEGGKDDKLS LADID 

TTCCGGGACQTTGCCTTTAAGCGAGAAGGGAATGACCTCATTATGTATAAAGCTGAAGGT 
901 ^ ^ ^ , ^ 

AAGGCCCTGCAACGGAAATTCGCTCTTCCCTTACTGGAGTAATACATATTTCGACTTCCA 
FRDVAFKREGNDLIMYKAEG 



AATGTTCTTTCTATTGGCCy^CAAAAATGGTATTACTVTTTAAAAACTGGT^ 
961 + + ^ . ^ ^ ^ ^^20 

TTACAAGAAAGATAACCGGTGTTTTTACCATAATGTAAATTTTTGACCAAACTT^ 
NVLSIGHKNGITFKNWFEKB 

TCAGATGATCTCTCTAATCATCAGATAGAGCAGATTTTTGATAAAGACGGCAGGGTAATC 
1021 + + ^ ^ ^ ^^3^ 

AGTCTACTAGAGAGATTAGTAGTCTATCTCGTCTAAAAACTATTTCTGCCGTCCCATTAG 



SDDLSNHQIEQIPDKD 



G R V I 



ACACCAGATTCTCTTAAAAAAGCATTTGAATATCAGCAGAGTAATAACAAGGTAAGTTAT 
+ ^ ^ ^ ^ ^ 

TGTGGTCTAAGAGAATTTTTTCGTAAACTTATAGTCGTCTCATTATTGTTCCATTCAATA 
TPDSLKKAPEYQQSNNKVSY 



GTGTATGGACATGATGCATCAACTTATGGGAGCCAGGACAATCTTAATCCATTAATTAAT 

+ + + + + + 

CACyVTACCTGTACTACGTAGTTGAATACCCTCGGTCCTGTTAGAATTAGGTAATTAATTA 

VYGHDASTYGSQDNLNPLIN 



Pig. 9 (cont.) 
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Psti 

GAAATCAGCAAAATCATTTCAGCTGCAGGTAACTTCGATGTTAAGGAGGAAAGATCTGCC 

^20x + + + + **" "^^^^ 

CTTTAGTCGTTTTAGTAAAGTCGACGTCCATTGAAGCTACAATTCCTCCTTTCTAGACGG 

EISKIISAAGNFDVKEERSA 

Ndel 

GCTTCTTTATTGCAGTTGTCCGGTAATGCCAGTGATTTTTCATATGGACGGAACTCAATA 

. . L L + 1320 

1261 + + 

CGAAGAAATAACGTCAACAGGCCATTACGGTCACTAAAAAGTATACCTGCCTTGAGTTAT 

ASLLQLSGNASDF SYGRN SI 



ACTTTGACAGCATCAGCATAATATATTAATTTAAATGATAGCAATCTTACTGGGCTGTO^ 

-+ + + +- -r + + 

TGAAACTGTCGTAGTCGTATTATATAATTAAATTTACTATCGTTAGAATGACCCGACACG 

TLTASA*- 



CACATAAGATTGCTATTTTTTTGGAGTCATAATGGATTCTTGTCATAAAATTGATTATGG 

+ + + + + + 

GT6TATTCTAACGATAAAAAAACCTCAGTATTACCTAAGAACAGTATTTTAACTAATACC 



GTTATACGCCCTGGAGATTTTAGCCCAATACCATAACGTCTCTGTTAACCCGGAAGAAAT ^^^^ 

1441 + + ^ 

CAATATGCGGGACCTCTAAAATCGGGTTATGGTATTGCAGAGACAATTGGGCCTTCTTTA 

TAAACATAGATTTGACACAGACGGGACTGGTCTGGGATTAACGTCATGGTTGCTTGCTGC 

1501 + + + + 

ATTTGTATCTAAACTGTGTCTGCCCTGACCAGACCCTAATTGCAGTACCAACGAACGACG 

GAAATCTTTAGAACTAAAGGTAAAACAGGTAAAAAAAACAATTOACCGATTAAACTTT^^ ^ 

2^5gl I I + - — — — -^ T 

CTTTAGAAATCTTGATTTCCATTTTOTCO^TTTTTTTTGTTAACTGGCTAATTTGAAATA 



TTCTCTGCCCGCATTAGTCTGGAGAGAGGATGGACGTCATTTTATTCTOACTAAAGTCAG 

.-- - + +--- + - + + + 

AAGAGACGGGCGTAATCAGACCTCTCTCCTACCTGCAGTAAAATAAGACTQATTTCAGTC 



TAAAGAAGCAAACAGATATCTTATTTCTGATCTGGAGCAGCGAAATCCCCGTGTTCTCGA 

+ + + - + + + 

ATTTCTTCGTTTGTCTATAGAATAAAGACTAGACCTCGTCGCTTTAQGGGCACAAGAGCT 
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-, ^^°^^^A°TTTC3AGGCGTTATATCAGGGGCATATTATTCTTATCGCTTCCCGTTCTTC 

tgtcagactcaaactccgcaatatagtccccgtatIIt^g^tagcgaIg^^ 
tgttgccgggaaactggcoaaatttgactttacctggtttattcctgccattataaaata 

2o01 + . 

— _j 1 18 60 

acaacggccctttgaccqctttaaactgaaatgqaccaaataaggacggtaatattttat 
caggagaatatttattqaaacccttgttgtgtctgtttttttacaattatttocattaat 

GTCCTCTTATAAATAACTTTGaOAACAACACAGACA^A^TC^^I^Tl^C^^ " - 

192 1 ^??!^!?^^^^^^<=^«^'«^TTATGGACyU^TATTAGTGCaaiGG^ 

ttggggggaaaaaaaagtcJac^taccto^^t^^^cgtctccJct 

1981 

agaattacaataatgacagcgtaatagI^^ccac^^^ctctI^Jatca^^^ 

2 041 !!!^?^f^^^^333^^TAGTACAAGTCGGATTGATGTTGAGTTCGGTGCCAA ^' 
AAATTCTTCAATGTAAAAAjaTCTAi^^TCAGCCT^CTA^ 

2--- ^^^^^^'^GGGCATTTACTGGCGCTACCGA- 



101 

tgagaaggccgtaaatgacJqcqatg^ctIga^t^ctct^g^^^^act ^""^^ 



2161 !^?!!!T?^^!!!!^?^^"^^^°^^^°*^<=«5T^ttttctgacaggacaggcatt 



ATGAOUVCXSGTCCaVTTCTCTTAATCTOGTCTAGQ^TTA^^^CCTOTCOT 



+ ^ ^ 2220 

ITAA 



2221 

TTGTAGACAAGACCTGAATiATAAAAQxllGTATi^^C^^TOAcIc^^ ^^^^ 



Hindlll 



2281 !??^!f!J^f^^^^^^'=^ATTTTCGCTGCCTTGTTATGCTGCATGGTCTGTTTT 
AGGTTTCGAATGAGACCAckGAlTAA^JcGACGGA^C^^Ic^CGT^^ 

2341 !*!™!f?!^^^°^^^f'^«3'=CTTQATGATAAGTTTTCACGGAATO 

ATAATaSGGGTAAAACGCTOCA^^^CTACTA^^GTOCCTTAracC^ 

Fig. 9 (cont.) 
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ATCTTTCCTCKSTQQAATCAGTCaVCGGCGATTAACACTATAAAAGCTATGGCAGTCTCACC 

2401 -.- + -- + + -- + + + 2460 

TAGAAAGGACCACCTTAQTCAGTGCCGCTAATTGTQATATTTTCQATACCGTCAGAGTGG 

Ndel 

I I 
TCAGATGACGAACATATGGQACAAACAATTGGCAGGATATGTTGCTGCAGGCTTCAAAGT 

--- + + ■•" *" 2^^" 

^ * ^ ^ AGTCTACTCCTTGTATACCCTGTTTGTTAACCGTCCTATACAAC^^ 

GACAOTATTAGCAACCATTGGTCAACAAGGAATACAGTTAATACAAAAOACTGTTATGAT ^ 

+ + + 2580 

2521 — - + -_--_--. — -(.--- — - T 

CrrGTCATAATCX3TTGGTAACCAGTTQTTCCTTATGTCAATTATGTTTTCTGAC»ATACTA 

CATOACCTGTGGTTGGGAGCAa^CCTGGTTATTTCCGGGGATTTAAGTATTGGTCAGTT 

2581 -- + +— - -+ + 

GTAGTTGGACACCAACCCTCX3TGTGGACCAATAAAGGCCCCTAAATTCATAACCAGTCAA 



AATTGCTTTTAATATi 



GCTTGCTGGTCAGATTGTTGCACCGGTTATTCGCCTTGCACAAAT 

^ + --- + + + 2700 



^^CGAAAATTATACGAACGACCAGTCTAACAACGTGGCCAATAAGCGGAACGTGTTTA 



CTGGCAGGATTTCCAGCAGQTTGGTATATCAGTTACCCGCCTTGGTGATGTGCTTAACTC 
^ ^ ° ^ ^CCGTCCTAAAGGTCGTCCAACOVTATAGTCAATGGGOMAACCACTAC^ 



TCCAACTGAAAGTTATCATGGGAAACTGGCATTACCGGAAATTAATGGTGATATCACTTT 

2761 + + + + + ^® 

AGGTTGACTTTCAATAGTACCCTTTGACCGTAATGGCCTTTAATTACCACTATAGTGAAA 



TCGTAATATCCGGTTTCGCTATAAGCCTaACTCTCCGGTTATTTTAGATAATATCAATCT 

+ + — +--- + + + 

AGCATTATAGGCCAAAGCGATATTCGGACTGAGAGGCCAATAAAATCTATTATAGTTAGA 



CAGTATTAAGCAGGGGGAGGTTATTCGTATTGTCGGACGTTCTGGTTCAGGAAAAAGCAC 

. + + + 2940 

2881 — — — — — — — + — - — — — — — — + -" — — ~ » ' 

GTCATAATTCGTCCCCCTCCAATAACCATAACAGCCTGCAAGACCAAGTCCTTTTTCGTG 

ATTAACTAAATTAATTCAACGTT 

2941 + + 2963 

TAATTGATTTAATTAAGTTGCAA 

Fig. 9 (cont.) 
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Enzimas que cortan: 

BamHI Hindlll Ncol Ndel PstI Sail Sfil 

Enzimas que no cortan: 

EcoRI Nhel Not I SphI 



Pig. 9 



1 



LISTA DE SECUENCIAS 

<1 10> Consejo Superior de Investigaciones Cientificas 

5 <120> Sistema para la producci6n de proteinas dimericas basado en el sistema de 
transporte de hemolisina de Escherichia coli 

<160>8 

1 0 <1 70> Patentin version 2.0 

<210> 1 
<211>654 
<212>DNA 
15 <2 1 3> Escherichia coli 
<400> 1 

ggaaaattct cttgctaaaa atgtattatc cggtggaaaa ggtaatgaca agttgtacgg 60 

cagtgaggga gcagacctgc ttgatggcgg agaagggaat gatcttctga aaggtggata 12 0 

tggtaatgat atttatcgtt atctttcagg atatggccat catattattg acgatgaagg 180 

20 ggggaaagac gataaactca gtttagctga tatagatttc cgggacgttg cctttaagcg 240 

agaagggaat gacctcatta tgtataaagc tgaaggtaat gttctttcta ttggccacaa 300 

aaatggtatt acatttaaaa actggtttga aaaagagtca gatgatctct ctaatcatca 360 

gatagagcag atttttgata aagacggcag ggtaatcaca ccagattctc ttaaaaaagc 420 

atttgaatat cagcagagta ataacaaggt aagttatgtg tatggacatg atgcatcaac 480 

25 ttatgggagc caggacaatc ttaatccatt aattaatgaa atcagcaaaa tcatttcagc 540 

tgcaggtaac ttcgatgtta aggaggaaag atctgccgct tctttattgc agttgtccgg 600 

taatgccagt gatttttcat atggacggaa ctcaataact ttgacagcat cage 654 

<210>2 
30 <211>218 
<212> PRT 
<2 1 3> Escherichia coli 
<400>2 

Glu Asn Ser Leu Ala Lys Asn Val Leu Ser Gly Gly Lys Gly Asn Asp 
35 1 5 10 15 

Lys Leu Tyr Gly Ser Glu Gly Ala Asp Leu Leu Asp Gly Gly Glu Gly 
20 25 30 

40 Asn Asp Leu Leu Lys Gly Gly Tyr Gly Asn Asp He Tyr Arg Tyr Leu 
35 40 45 

Ser Gly Tyr Gly His His He He Asp Asp Glu Gly Gly Lys Asp Asp 
50 55 60 

45 

Lys Leu Ser Leu Ala Asp He Asp Phe Arg Asp Val Ala Phe Lys Arg 
65 70 75 80 

Glu Gly Asn Asp Leu He Met Tyr Lys Ala Glu Gly Asn Val Leu Ser 
50 85 90 95 

He Gly His Lys Asn Gly He Thr Phe Lys Asn Trp Phe Glu Lys Glu 
100 105 110 

55 Ser Asp Asp Leu Ser Asn His Gin He Glu Gin He Phe Asp Lys Asp 



115 120 125 

Gly Arg Val lie Thr Pro Asp Ser Leu Lys Lys Ala Phe Glu Tyr Gin 
130 135 140 

5 

Gin Ser Asn Asn Lys Val Ser Tyr Val Tyr Gly His Asp Ala Ser Thr 
145 150 155 160 

Tyr Gly Ser Gin Asp Asn Leu Asn Pro Leu He Asn Glu He Ser Lys 
10 165 170 175 

He He Ser Ala Ala Gly Asn Phe Asp Val Lys Glu Glu Arg Ser Ala 
180 185 190 

15 Ala Ser Leu Leu Gin Leu Ser Gly Asn Ala Ser Asp Phe Ser Tyr Gly 
195 200 205 



20 



Arg Asn Ser He Thr Leu Thr Ala Ser Ala 
210 215 



<210>3 

<211>30 

<212>DNA 

<213>Secuencia artificial 1 
25 <223> Regi6n bisagra de anticuerpo 
<400> 1 

cggtccgaag ccttccactc cgcccgggtc ^ 3^0 

<210>4 

30 <211> 10 ' . 
<212>PRT 

<213> Regidn bisagra de anticuerpo 
<400>2 

Gly Pro Lys Pro Ser Thr Pro Pro Gly Ser 
35 1 ' 5 10 

<210>5 
<211>33 
<212>DNA 
40 <2 1 3> Secuencia artificial 

<223> Oligonucleotido iniciador BACKHINGE 
<400> 5 

gcgtcgacgt ccggcggtcc gaagccttcc act 33 



45 <210>6 
<211>44 
<212>DNA 

<213> Secuencia artificial 
<223> Oligonucleotido iniciador FORHIS 
50 <400> 6 

gcgtcgacgc atggtgatgg tgatggtgac cacc 44 



3 

<210>7 

<211>47 

<212>DNA 

<213> Secuencia artificial 
5 <223> Oligonucledtido iniciador VHHAl 
<400> 7 

ctatgcggcc cagccggcca tggctcaggt gcagctggtg gagtctt 47 



<210>8 
10 <211>47 
<212> DNA 

<213> Secuencia artificial 

<223> 01igonucle6tido iniciador VHHASfil 

<400>8 

15 cgtcgacgcg gcccccgagg ccgttgagga gacggtgacc tgggtccc , 48 



